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ABSTRACT 
The utility of a multienzyme system for C-C bond formation catalysed by 
dihydroxyacetone phosphate-dependent aldolases employing aldehydes with 
great structural diversity as acceptor substrates has been studied. This system 
was composed by recombinant dihydroxyacetone kinase from Citrobacter 
freundii CECT 4626 for in situ dihydroxyacetone phosphate formation, two 
synthetically useful dihydroxyacetone phosphate-dependent aldolases —L-
fuculose-1-phosphate aldolase and L-rhamnulose-1-phosphate aldolase— and 
acetate kinase for the ATP regeneration. Two different one-pot strategies were 
developed in order to adapt the multienzyme system to the reaction conditions 
showing the great feasibility of the biocatalytic system. 
With the aim of simplifying this multienzyme system a new bi-functional fusion 
protein has been constructed by gene fusion by overlap extension. This fusion 
enzyme consists of monomeric fructose-1,6-biphosphate aldolase from 
Staphylococcus carnosus and the homodimeric dihydroxyacetone phosphate 
kinase from C. freundii CECT 4626 with an intervening five aminoacids linker. 
The fusion protein was expressed soluble and retained both kinase and 
aldolase activity. The secondary structure of the bi-functional enzyme has been 
analyzed by CD spectroscopy, as well as the parental enzymes, in order to 
study the effect of the covalent union of the two parents proteins on the 
structure and thermal stability of the fused enzyme. In addition, the kinetic 
parameters were studied for both fusion and parent enzymes, showing no effect 
of fusion on the KM values while the kcat values were smaller for the fusion 
protein than those from the parental partners. The kcat value for the kinase 
activity in the fusion enzyme (3.53 x 102) was about one order of magnitude 
lower than the kcat of its native equivalent and in the case of the aldolase activity 
the kcat (1.70 x 103) drop 4 orders of magnitude. Besides this lost in the turnover 
number, the fusion enzyme maintains a so good catalytic efficiency (kcat/KM) 
about 104 min-1x mM-1. The proximity of the active centres in the fusion enzyme 
promotes a kinetic advantage as indicate the 20-fold increment in the initial 
velocity of the overall aldol reaction. Finally, the applicability of the fusion 
enzyme for C-C bond formation using DHA as donor has been tested. 
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INTRODUCCIÓN 
 
Introducción    
 
  
La síntesis orgánica se puede considerar, con sólo una pequeña licencia 
literaria, como un Meccano que permite construir, a partir de piezas pequeñas y 
simples, estructuras de una gran complejidad (Fig. 1). En síntesis, los tornillos 
que mantienen unidas esas piezas son los enlaces C-C, por lo que las 
reacciones de formación de estos enlaces pueden considerarse —aunque 
pueda ser discutido— la esencia de la síntesis orgánica (Corey y Cheng, 1989; 
Figura 1. C
Li, 2005).  
onstrucción de una maqueta de la Torre Eiffel a partir de las piezas de un 
Meccano. 
ón aldólica es una de las herramientas más utilizadas para la 
estereoquímica se ha llevado a cabo 
diastereoméricamente, bien partiendo de aldehídos quirales o bien utilizando 
La reacci
formación de enlaces C-C por los químicos sintéticos y la capacidad de 
controlar las configuraciones absolutas de los nuevos estereocentros formados 
permite a los químicos orgánicos diseñar un amplio abanico de compuestos, 
tanto naturales como no-naturales. 
En general, el control de la 
11 
cantidades estequiométricas de auxiliares quirales unidos al enolato 
(Mukaiyama, 1982; Evans y Bartroli, 1982; Masamune et al., 1985). Ambas 
estrategias tienen sus inconvenientes. Mientras que el uso de aldehídos 
quirales da lugar a adiciones aldólicas de estereoquímica predecible (Lodge y 
Heathcock, 1987), no es posible la formación de todos los posibles 
estereoisómeros a partir de un determinado aldehído quiral. Los auxiliares 
quirales han permitido solucionar este inconveniente, ya que, dependiendo del 
auxiliar utilizado, es posible obtener todos los estereoisómeros posibles (Evans 
et al., 1981). Sin embargo, a pesar de los éxitos demostrados por esta 
aproximación, su principal inconveniente es el aumento de pasos de reacción 
para introducir y eliminar dicho auxiliar quiral. 
Otra posibilidad de control de la estereoquímica de la reacción aldólica la 
presenta el empleo de catalizadores. Estos métodos catalíticos para la reacción 
Aldolasas. 
rés de los químicos orgánicos por su 
capacidad para la formación de enlaces C-C con alto grado de control 
ión aldólica reversible de una cetona donadora a un aldehído 
aldólica incluyen la utilización de ácidos de Lewis quirales (Machajewski y 
Wong, 2000; Palomo et al., 2004), organocatalizadores (Cordoba et al., 2006; 
Peter y Dalko, 2004; Notz et al., 2004; Seayad y List, 2005) y el empleo de 
anticuerpos catalíticos (Hanson et al., 2005). Si se trata de imitar a la 
naturaleza, la aplicación de catalizadores bioquímicos como las aldolasas 
permite la construcción de carbohidratos con elevado control de la 
estereoquímica (Machajewski y Wong, 2000). 
Las aldolasas han despertado el inte
estereoquímico (Breuer y Hauer, 2003; García-Junceda et al., 2004). Estas 
enzimas están relacionadas principalmente con el metabolismo de 
carbohidratos, pero también con el de aminoácidos e hidroxiácidos (Fessner y 
Helaine, 2001). 
Existen más de 30 aldolasas identificadas hasta la fecha. Normalmente 
catalizan la adic
12 
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aceptor de manera estereoespecífica (Machajewski y Wong, 2000). Este tipo 
de enzimas son muy usados en la síntesis de carbohidratos y miméticos de 
carbohidratos como aza-azúcares o tio-azúcares (Look et al., 1993). 
Aunque las aldolasas presentan una estricta especificidad por el sustrato 
donador, su especificidad por el aldehído aceptor es más laxa, haciendo 
- Aldolasas de tipo I: están presentes en todos los organismos desde 
 base 
- 
 hongos. Estas enzimas requieren un metal divalente 
posible su uso para la formación de más de un tipo de producto. La 
estereoquímica de la reacción aldólica es altamente predecible, ya que, salvo 
excepciones, está controlada por el enzima y no por la estructura o la 
estereoquímica de los sustratos.  
Mecanísticamente, las aldolasas pueden dividirse en dos grupos (Fig. 2): 
procariotas a eucariotas y se caracterizan por la formación de una
de Schiff entre una lisina del centro activo y el carbono carbonílico de la 
cetona donadora. 
Aldolasas de tipo II: se encuentran solamente en procariotas y 
levaduras, algas y
como cofactor, generalmente Zn+2, que actúa como ácido de Lewis 
activando al nucleófilo. 
N-Enz
Figura 2. Mecanismo de reacción de las aldolasas. 
OPO32-HO
O
OPO32-HO OPO32-
:N-Enz
HO
R H
O
OPO32-
O
OH
R
OH
OPO32-HO
O
H
Zn+2
Enz-CO2-
Enz
OPO32-HO
O-
Zn+2
Enz
HR
O
Enz-CO2H
Aldolasas Tipo I
Aldolasas Tipo II
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La identificación del mecanismo de reacción de una aldolasa dada es simple, 
to de vista 
sas dependientes de dihidroxiacetona fosfato, que dan lugar a 
- uvato o fosfoenol piruvato, que dan 
- de acetaldehído, que dan lugar a 3-
- endientes de glicina, que dan lugar a la formación de 
Tabla 1. s en función del sustrato donador. 
Cofactor
Clase II: M+2
Piridoxal-5´-fosfato
ya que las aldolasas de tipo I se inactivan irreversiblemente en presencia de 
borohidruro, por reducción del imonio entre el grupo amino de la lisina y el 
carbonilo de la cetona donadora a amino. Las aldolasas de tipo II se inactivan 
reversiblemente en presencia de agentes quelantes, como el EDTA. 
Por otro lado, las aldolasas que han sido investigadas desde un pun
sintético se pueden clasificar en cuatro grupos en función del sustrato donador 
y del tipo de producto al que dan lugar (Tabla 1). Estos cuatro grupos 
principales son: 
- las aldola
la formación de cetosas-1-fosfato. 
Las aldolasas dependientes de pir
lugar a 3-deoxi-2-cetoácidos. 
Las aldolasas dependientes 
hidroxialdehídos. 
Las aldolasas dep
β-hidroxi-α-aminoácidos. 
Clasificación de las aldolasa
Nucleofilo/donador Aceptor Producto
DHAP
Glicina
Acetaldehído
Piruvato o 
fosfoenolpiruvato
14 
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Dada su amplia aplicabilidad sintética, las aldolasas han sido objeto de 
múltiples revisiones (Gijsen et al., 1996; Fessner, 1998; Machajewski y Wong, 
2000; Seoane, 2000; Sukumaran y Hanefeld, 2005; Samland y Sprenger, 
2006). A continuación se desarrollarán únicamente las aldolasas dependientes 
de DHAP ya que son el objeto de esta Tesis. 
Aldolasas dependientes de dihidroxiacetona fosfato. 
Las aldolasas dependientes de DHAP dan lugar a cetosas-1-fosfato por 
reacción aldólica de la DHAP con un aldehído y han sido ampliamente 
utilizadas en la síntesis de carbohidratos, miméticos de carbohidratos y otros 
compuestos (Machajewski y Wong, 2000; Fessner y Helaine, 2001). Existen 4 
tipos de aldolasas dependientes de DHAP (Fig. 3), que catalizan la adición 
aldólica de dihidroxiacetona fosfato con D-gliceraldehído-3-fosfato (FBPA y 
TBPA) o L-lactaldehído (Rham1PA y Fuc1PA) generando 2 nuevos 
estereocentros. Una ventaja fundamental sobre los catalizadores tradicionales 
es que la estereoquímica de la reacción se encuentra controlada, salvo 
excepciones, por el enzima y no por los sustratos (Fessner et al., 1991; Espelt 
et al., 2003a). Además, estos cuatro enzimas son estereocomplementarios, es 
decir, su uso permite la síntesis de los cuatro diastereómeros posibles para un 
par de sustratos dado (García-Junceda et al., 1995). Aunque esta afirmación es 
de uso generalizado, no es completamente cierta, ya que la tagatosa-1,6-
bisfosfato aldolasa no presenta control de la estereoquímica sobre la reacción 
aldólica en sentido de síntesis cuando se emplean aldehídos distintos al natural 
(Fessner y Eyrisch, 1992). Sin embargo, esta situación podría llegar a 
modificarse próximamente ya que se ha demostrado que la estereoquímica del 
enlace C-C generado por la TBPA puede modificarse mediante evolución 
dirigida del enzima (Williams et al., 2003). 
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Figura 3. Estereocomplementariedad de las aldolasas dependientes de DHAP. 
Las aldolasas dependientes de DHAP toleran un amplio rango de aceptores 
(Schoevaart et al., 2000a; Fessner y Helaine, 2001), incluyendo aldehídos 
alifáticos poco impedidos, aldehídos con heteroátomos α-sustituidos (Bednarski 
et al., 1989), monosacáridos y sus derivados (Bednarski et al., 1986). En 
general, los aldehídos con impedimentos estéricos, los aromáticos y los α,β-
insaturados no se suelen considerar sustratos, aunque existen ejemplos en 
bibliografía donde aldehídos aromáticos y α-ramificados sí son sustratos del 
enzima entrecruzado con glutaraldehído (Sobolov et al., 1994). 
Una de las principales aplicaciones de estas aldolasas dependientes de DHAP 
es la síntesis de iminociclitoles (Fig. 4). El interés de estos compuestos radica 
en que pueden actuar como inhibidores de glicosidasas y glicosiltransferasas, 
con lo que presentan potencial aplicación como antibióticos, fármacos anti-
Figura 4. Ejemplos de iminociclitoles naturales. 
metastásicos, antihiperglucemia o inmunoestimuladores. 
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Existen diversos ejemplos descritos en literatura de rutas quimioenzimáticas 
Figura 5. zimática de iminociclitoles catalizada por aldolasas 
dependientes de DHAP. 
La aplicación de aldolasas dependientes de DHAP a la síntesis de productos 
como el elicitor microbiano siringólido 2 (Chênevert y Dasser, 2000) o la 
Aldehído
aceptor
DHAP
Aldolasa
Aldol
Fosfatasa ácida
H2, Pd/C
Iminociclitol
con aplicación de aldolasas dependientes de DHAP mediante las cuales es 
posible acceder a esqueletos iminociclitoles similares a los mostrados en la 
figura 4. En general, la reacción aldólica utiliza DHAP y un aldehído con un 
grupo azido en α (Whalen y Wong, 2006) o un aminoaldehído (Espelt et al., 
2003b). El aldol fosfato obtenido se trata con fosfatasa ácida y se somete a 
hidrogenación para llegar al iminociclitol final (Fig. 5). 
OHOH OH OH
 Síntesis quimioen
naturales distintos de carbohidratos es menos habitual. Moléculas complejas 
pancratistatina (Phung et al., 2003) son ejemplos de esta aplicación (Fig. 6). 
Otros productos naturales que se obtienen incluyendo el uso de una aldolasa 
dependiente de DHAP en su ruta sintética son la brevicomina (Schultz et al., 
1990), la aspicilina (fragmento C3-C9) (Chênevert et al., 1997), la pentamicina 
(fragmento C11-C16) (Shimagaki et al., 1993) y la anfotericina (fragmento C12-
C20) (Malleron y David, 1996). 
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Figura 6. Productos cuya ruta de síntesis requiere la participación de una aldolasa 
dependiente de DHAP. 
El principal inconveniente que presenta el uso de estos enzimas es la 
disponibilidad de DHAP ya que es un sustrato caro desde el punto de vista 
comercial y es lábil a pHs neutros y básicos, que es el rango óptimo para las 
aldolasas. Para intentar superar esta limitación en la aplicación de las aldolasas 
dependientes de DHAP se han planteado tres tipos de estrategias: (a) evitar el 
uso de DHAP (b) síntesis química de DHAP; (c) síntesis enzimática de DHAP. 
Todas estas estrategias han sido recientemente discutidas en profundidad por 
Panke y colaboradores (Schümperli et al.,2007). 
Estrategias alternativas a la utilización de DHAP. 
Como alternativa al uso de DHAP, se ha planteado la utilización de arsenatos 
(Drueckhammer et al., 1989; Schoevaart et al., 2001) y vanadatos (Lagunas y 
Sols, 1968; Crans et al., 1992) de DHA, formados in situ, que actúan como 
miméticos del éster de fosfato (Fig. 7 A). La aplicabilidad sintética de este tipo 
de compuestos está limitada por su toxicidad, que elimina la idea de química 
verde de los procesos enzimáticos, y la posible incompatibilidad rédox del 
vanadato con los componentes del medio de reacción. Más recientemente, 
Wong y colaboradores han descrito la utilización de borato como mimético del 
éster de fosfato (Sugiyama et al., 2006). Aunque, por el momento, sólo han 
demostrado la aplicabilidad del borato-mimético con L-rhamnulosa-1-fosfato 
aldolasa, su utilización en síntesis de iminociclitoles permite evitar el empleo de 
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DHAP y simplifica la síntesis eliminando el tratamiento con fosfatasa ácida (Fig. 
Figura
7 B). 
 7. (A) Empleo de arsenatos como miméticos de DHAP; (B) Sintesis de 
iminociclitoles catalizada por Rham1PA en presencia de borato. 
as que no necesiten 
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Otra vía alternativa al uso de DHAP es el empleo de enzim
DHAP como sustrato donador. Recientemente se ha encontrado una fructosa-
6-fosfato aldolasa, una nueva aldolasa tipo I, que cataliza la adición aldólica de 
DHA a gliceraldehído-3-fosfato (Schürmann y Sprenger, 2001). Además, este 
enzima tolera otros aceptores no fosforilados generando la misma 
estereoquímica (3S,4R) que la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa (Schürmann et 
al., 2002). Aunque, de momento, sólo se ha encontrado esta estereoquímica 
dentro de un posible grupo de aldolasas dependientes de DHA, este enzima ha 
demostrado su aplicabilidad en síntesis de compuestos como la D-fagomina 
(Castillo et al., 2006) y otros iminociclitoles (Sugiyama et al., 2007b) (Fig. 8). 
O
OH O
Figura 8. Aplicabilidad de la fructosa-6-fosfato aldolasa en la síntesis de D-fagomina. 
Como vía de obtención de otros enzimas que no necesiten DHAP como
sustrato donador se pueden aplicar estrategias de evolución dirigida que 
permitan modificar la especificidad de sustrato de las aldolasas dependientes 
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de DHAP (Sugiyama et al., 2007a) aunque de momento los datos existentes 
sólo se pueden considerar como preliminares. 
Síntesis química de DHAP. 
Debido a las distintas funcionalidades presentes en la DHAP, la mayor parte de 
íntesis del precursor 
 varios pasos a 
artir de 3-cloro-1,2-propanodiol (Ballou y Fischer, 1956), acetona (Valentin y 
O
O
sus rutas de síntesis química suelen ser procesos que incluyen diversos pasos 
de protección/desprotección, suelen tener costes elevados y utilizan reactivos 
tóxicos en muchos casos, lo que limita su aplicación. En general, las rutas 
sintéticas de DHAP se pueden agrupar en tres bloques en función del precursor 
de DHAP hacia el que se dirigen: el dímero cíclico DDDP2 (2,5-dietoxi-p-
dioxan-2,5-dimetanol-O-21-O-51-bisfosfato), una serie de acetales fosforilados 
monoméricos o la dibencil-3-bencilhidroxiacetona fosfato. 
Existen distintas rutas descritas en bibliografía para la s
DDDP2 (Colbran et al., 1967; Effenberg y Straub, 1987; Pederson et al., 1991; 
Jung et al., 1994). Todas ellas llegan al precursor con rendimientos entre 32-
74%. Además, su posterior hidrólisis térmica o por acidificación para la 
obtención final de DHAP tiene rendimientos moderados, de hasta un 66% (Fig. 
9). 
 
OH
Figura 9. Síntesis química de DHAP a través del precursor DDDP2. 
Los acetales fosforilados monoméricos se pueden obtener en
p
Bolte, 1995; Gefflaut et al., 1997), o el dímero de dihidroxiacetona (Ferroni et 
al., 1999; Charmantray, 2004). En estos casos, el rendimiento global de la 
obtención del precursor es pobre, entre el 13 y el 48%. Como en el caso 
anterior, la obtención de la DHAP final se consigue por hidrólisis ácida o básica, 
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según el precursor. En este caso, el paso final de hidrólisis tiene rendimientos 
entre buenos y excelentes (73-95%) (Fig. 10). 
Figura 10. Síntesis química de DHAP a través de acetales fosforilados. 
Recientemente se ha descrito una ruta sintética de dibencil-3-
O
O
HO
OH
HO
OH
R1 OPO32-
OR2R2O
HO OPO32-
O
Cl OH
OH
O
Rendimientos
13-48%
Rendimientos
73-95%
H+ o OH-
bencilhidroxiacetona fosfato a partir de bencilglicidol racémico (Meyer et al., 
ciones de DHAP directamente aplicables a las reacciones con las 
necesitan utilizar reactivos caros y/o tóxicos. 
O
2006). El interés de esta ruta radica en que es una síntesis en escala de 
gramos, el reactivo de partida es barato y, además, el precursor de DHAP es 
estable y se obtiene con un rendimiento global del 74%. Además, la DHAP se 
puede obtener por hidrogenolisis de manera cuantitativa. Sin embargo, este 
método requiere cantidades estequiométricas de ácido de Lewis (CuI, NMO), 
que es difícil de preparar, utiliza como catalizador TPAP, que es muy caro y, 
además, el bencilglicidol de partida no es comercial (Fig. 11). 
Figura 11. Síntesis química de DHAP a través de dibencil-3-bencilhidroxiacetona 
fosfato. 
De manera global, aunque se ha demostrado que estas rutas dan lugar a 
prepara
aldolasas, todas ellas son rutas en varios pasos, con rendimientos globales 
relativamente bajos, con distintos pasos de purificación y que además 
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Síntesis enzimática de DHAP. 
Existen descritos varios métodos de síntesis enzimática de DHAP que buscan 
solucionar los problemas que presenta su síntesis química. Todas ellas buscan 
mplica la eliminación de los pasos de 
purificación y además, se aplican a la generación in situ de la DHAP, lo que 
de hidrógeno. Para evitar su 
acumulación es necesario añadir catalasa, que regenera el oxígeno consumido 
lave de esta ruta es la utilización de la fosfatasa fitasa de Aspergillus 
ficuum, que es un enzima barato y accesible que tiene la característica de ser 
una estrategia one-pot, lo que i
permite solucionar el problema de la estabilidad. 
La DHAP se puede preparar por oxidación del L-glicerol-3-fosfato (L-G3P) 
catalizada por la glicerofosfato oxidasa (GPO). Esta reacción tiene lugar con 
consumo de oxígeno y generación de peróxido 
(Fig. 12) (Fessner y Sinerius, 1994). Se han investigado varias L-GPO de 
distintos microorganismos, pero todas ellas presentan inhibición por producto a 
altas concentraciones. Además, las condiciones oxidantes pueden favorecer la 
formación de polímeros de DHAP. Para evitar este inconveniente, Fessner y 
Sinerius (1994) acoplaron la oxidación del L-glicerol-3-fosfato a la reacción 
aldólica catalizada por fructosa-1,6-bisfosfato de músculo de conejo y por L-
rhamnulosa-1-fosfato aldolasa de E. coli. El principal problema que plantea el 
acoplamiento de este sistema de generación de DHAP con la reacción aldólica 
radica en la estabilidad del aldehído. Las condiciones del medio de reacción 
son altamente oxidantes y en estas condiciones el aldehído puede oxidarse a 
ácido. 
A esta ruta se ha acoplado un paso previo de formación in situ de D,L-G3P por 
fosforilación de glicerol catalizada por una fitasa (Schoevaart et al., 2000b). El 
punto c
activa a pHs ácidos y ser inactiva a pH neutros. Así, es posible llevar a cabo la 
reacción multienzimática completa mediante modulación de la actividad 
fosforilasa con el pH (Fig. 12- ruta A). 
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Figura 12. Rutas enzimáticas de síntesis de DHAP basadas en el empleo de 
glicerolfosfato oxidasa (GPO) acoplado a la reacción aldólica y a la posterior 
desfosforilación del aducto formado. 
Más recientemente, el sistema desarrollado por Fessner y Sinerius ha sido 
acoplado a la formación in situ de D,L-G3P por apertura química del anillo 
epóxido del rac-glicidol con fosfato (Charmantray et al., 2006) (Fig. 12- ruta B). 
Por otra parte, Wever y colaboradores (van Herk et al., 2006) han descrito una 
reacción en cascada para la formación in situ de DHAP utilizando la fosfatasa 
ácida de Shigella flexneri (PhoN-Sf) y pirofosfato inorgánico (PPi) como 
donador de fosfato (Fig. 13). 
 
igura 13. Sistema multienzimático para la obtención de aldoles con formación in situ 
partir de DHA y PPi y con reciclado de fosfato. 
uliaridad de aprovechar la reversibilidad de la 
fosfatasa para el reciclado del grupo fosfato. Así, la fosfatasa empieza 
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catalizando la fosforilación de la DHA y a continuación desfosforila el aldol 
fosfato formado en la reacción aldólica. El principal inconveniente que presenta 
este método, como los propios autores reconocen, es que necesita partir de 
grandes cantidades de DHA y PPi que se mantienen al final de la reacción 
dificultando el proceso de purificación del producto. 
Otra herramienta empleada para la obtención enzimática de DHAP es la 
aplicación de enzimas quinasas. En general, estos métodos requieren la 
asas, la formación de DHAP suele llevar acoplado un 
n de ATP se deben acoplar a la síntesis de 
 
 
transferencia de un grupo fosfato, normalmente de ATP, al precursor no 
fosforilado (Fig. 14). 
Debido al elevado coste del ATP y a que el ADP formado suele actuar como 
inhibidor de las quin
sistema de regeneración de ATP. Los sistemas de regeneración más 
importantes son (Crans et al., 1987): (i) la regeneración de ATP a partir de 
acetilfosfato mediante una acetil quinasa y (ii) la regeneración a partir de 
fosfoenolpituvato mediante una piruvato quinasa. Menos explorado y explotado 
sintéticamente es el sistema de regeneración a partir de polifosfato inorgánico 
mediante una polifosfato quinasa (Murata et al., 1988; Noguchi y Shiba, 1998). 
La principal ventaja de la utilización del acetilfosfato es que es fácil de preparar 
(Crans y Whitesides, 1983), aunque su hidrólisis es relativamente rápida. Por 
su parte, el fosfoenol piruvato es estable pero su síntesis es cara y tediosa, 
además, el piruvato generado es un inhibidor competitivo de quinasas, lo que 
limita su aplicación (Hirschbein et al., 1982). La utilización de la polifosfato 
quinasa en la regeneración de ATP está limitada por la capacidad de este 
enzima para fosforilar nucleósidos bisfosfato, que ronda el 50% en el caso del 
ADP (Noguchi y Shiba, 1998). 
Para poder simplificar la aplicación de las aldolasas dependientes de DHAP, 
estos sistemas de regeneració
DHAP y a la reacción aldólica siempre que sea posible.  
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O
Figura 14.  
PK: 
polifosfato q
a fosforilación de DHA catalizada por quinasas, utilizando ATP como donador 
donde la baja especificidad por sustrato de la glicerol quinasa permite la 
et al., 
ATP ADP
 Fosforilación de DHA catalizada por quinasas con consumo de ATP.
Sistemas de regeneración de ATP. (AK: acetato quinasa; PK: piruvato quinasa; p
uinasa). 
L
de fosfato, es una aproximación descrita por primera vez por Wong y 
Whitesides utilizando la glicerol quinasa y ATP (Wong y Whitesides, 1983), 
fosforilación de la DHA (Crans y Whitesides, 1985a,b). Posteriormente, Itoh y 
colaboradores (1999) han demostrado que la enzima dihidroxiacetona quinasa 
(DHAK) isoenzima I de Schizosaccharomyces pombe IFO 0354 es un buen 
biocatalizador para la producción de DHAP acoplada a la regeneración in situ 
de ATP mediante una acetato quinasa (AK). 
En este sentido, nuestro grupo de trabajo ha hecho su propia contribución a la 
búsqueda de herremientas que faciliten la explotación de aldolasas 
dependientes de DHAP diseñando un sistema multienzimático que permite la 
formación one-pot de enlaces C-C a partir de DHA (Sánchez-Moreno 
2004). Este sistema está basado en la ruta natural de oxidación del glicerol en 
la bacteria Citrobacter freundii (Daniel et al., 1995) donde la fosforilación de la 
DHA se lleva a cabo mediante una dihidroxiacetona quinasa dependiente de 
ATP. Así, la ruta descrita por nuestro grupo integra tres elementos en un único 
paso de reacción (Fig. 15): (1) la fosforilación de la DHA catalizada por la 
DHAK de C. freundii; (2) la reacción aldólica catalizada por la L-fuculosa-1-
fosfato aldolasa de E. coli y (3) la regeneración de ATP catalizada por la AK de 
E. coli usando acetilfosfato como donador de fosfato. 
Acetil-PAcetato
AK
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Pir atouv
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Figura 15. Sistema multienzimático acoplado para la formación de aldoles a partir de 
DHA formado por la DHAK de C. freundii, la Fuc1PA de E. coli y la AK de E. coli. 
Este sistema permite la síntesis de DHAP en un único paso a partir de DHA 
comercialmente accesible. Permite, además, la utilización de cantidades 
 solucionando así el inconveniente que presenta la 
 este 
uente de fosfato. Esto permitiría eliminar la AK y la 
- 
. Esto simplificaría 
catalíticas de ATP, que es un sustrato caro, empleando acetilfosfato como 
donador de fosfato en la regeneración, que es un sustrato fácilmente accesible 
(Crans y Whitesides, 1983). 
Aunque este sistema es muy interesante ya que permite la formación de 
enlaces C-C a partir de DHA,
utilización de aldolasas dependientes de DHAP, presenta dos puntos 
susceptibles de optimización: la necesidad de emplear un sistema de 
regeneración de ATP y el hecho de necesitar el empleo de tres enzimas. 
Actualmente, en nuestro grupo, se están desarrollando dos vías de 
optimización de estos dos puntos que permitirían una simplificación de
sistema multienzimático: 
- la evolución dirigida de la DHAK buscando que acepte polifosfato 
inorgánico como f
utilización de ATP, además de eliminar la necesidad de controlar 
continuamente el pH del medio. Esta vía está siendo estudiada como 
parte de la Tesis Doctoral de Israel Sánchez-Moreno. 
la obtención de un enzima bifuncional quinasa-aldolasa que presente 
ambas actividades en una única cadena polipeptídica
el sistema reduciendo de tres a dos los enzimas necesarios, lo que 
supone una notable simplificación operacional y una disminución de los 
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costes del proceso (Asenjo y Andrews, 2008). Además, esperamos que 
la aplicación de un enzima bifuncional permita obtener mejoras en el 
comportamiento cinético del sistema respecto a la aplicación de los 
enzimas libres como consecuencia de un “efecto de proximidad”. Esta 
segunda vía es parte del trabajo desarrollado en la presente Memoria de 
Tesis Doctoral. 
Enzimas de fusión en biotecnología. 
ingeniería genética 
a partir de dos o más péptidos o proteínas. Para obtener el gen quimera en 
Diseño de una proteína de fusión. 
 genes completos o fragmentos se 
ensamblan para generar genes de fusión, permiten obtener proteínas 
Una proteína de fusión es una proteína generada mediante 
fase mediante fusión génica es necesario eliminar el codón de stop 
correspondiente al primer péptido y añadirle el gen del segundo péptido, 
manteniendo la fase de lectura para que el nuevo gen de fusión pueda ser 
expresado como una única proteína. Estos nuevos enzimas de fusión 
presentan como principales ventajas la simplificación que supone la expresión, 
purificación y manipulación de dos o más actividades enzimáticas en una única 
cadena polipeptídica, tanto desde un punto de vista operacional como 
económico (Asenjo y Andrews, 2008); y la generación de proximidad entre los 
centros catalíticos, lo que puede suponer una mejoría en las características 
cinéticas del sistema respecto a la aplicación de los enzimas independientes 
(Ovádi, 1991a). 
Las técnicas de DNA recombinante, donde
recombinantes cuyas características suelen ser combinación de las proteínas 
parentales (Uhlén et al., 1992). A la hora de diseñar un enzima de fusión es 
necesario tener una serie de factores en cuenta: las funciones enzimáticas a 
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fusionar y las características de las proteínas nativas; el orden de los genes en 
la construcción de fusión y el brazo espaciador entre dichos genes. 
a) Características de las proteínas a fusionar 
A la hora de diseñar el enzima de fusión es importante tener en cuenta las 
pos ueden tener lugar (Bülow y 
 
s, la estructura cuaternaria 
ómero β normalmente da lugar a una 
minutos a 60 ºC, produciéndose la pérdida total de la actividad β-galactosidasa. 
ibles interacciones entre subunidades que p
Mosbach, 1991). Cuando se fusionan dos proteínas monoméricas, α y β, la 
proteína de fusión resultante mantiene el carácter monomérico de los enzimas 
nativos y se puede representar como α−β (Fig. 16). 
Cuando los enzimas a fusionar no son monomérico
Figura 16. Representación esquemática de las interacciones que se pueden producir
entre subunidades de una proteína de fusión. 
se complica pudiendo dar lugar a estructuras macromoleculares complejas. 
Así, la fusión de un dímero αα con un mon
proteína de fusión dimérica cuya estequiometría se puede representar como 
β−αα−β, donde las líneas representan la fusión. Cuando la fusión génica tiene 
lugar entre dos proteínas oligoméricas, la estructura cuaternaria es más difícil 
de predecir, pudiendo dar lugar a agregados macromoleculares de distintos 
tamaños y actividades. Por ejemplo, la fusión de una β-galactosidasa 
tetramérica de E. coli con una galactosa deshidrogenasa dimérica de 
Pseudomonas fluorescens (Ljungcrantz et al., 1989) dio lugar a una proteína de 
fusión que se presenta como mezcla de dos formas, tetrámero y hexámero. 
Ambas estructuras disocian dando lugar al dímero mediante calentamiento 5 
+ +
+
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α
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α
α
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Esto indica que la estructura cuaternaria final de la proteína de fusión es clave 
para las actividades enzimáticas. 
b) Orden de los genes en la fusión  
el C-terminal. Habitualmente no es cons
El orden de los genes determina qué enzima forma el extremo N-terminal y cuál 
iderado el factor más limitante y suele 
decidirse en función de la disponibilidad de los enzimas de restricción. Esto es 
debido a que, normalmente, los extremos N-terminal y C-terminal son zonas 
ta elección de la secuencia conectora puede 
to plegamiento y el mantenimiento de las 
act as fusionadas (Robinson y Sauer, 1998). La longitud 
puede ser limitante a la hora de diseñar la construcción. 
cargadas que se suelen orientar hacia la superficie de la proteína y permiten 
que la proteína de fusión mantenga intacta la estructura de las proteínas 
constituyentes. En el caso poco frecuente de que uno de los extremos de una 
de las proteínas esté involucrado en el centro activo o en interacciones entre 
subunidades, el otro extremo será el elegido para realizar la fusión. En 
cualquier caso, se debe tener en cuenta cualquier información estructural 
disponible. 
c) Brazo espaciador 
La construcción de una proteína de fusión supone la unión de dos 
macromoléculas donde la correc
resultar crítica para el correc
ividades de las proteín
de ese brazo espaciador es uno de los factores más importantes en su diseño 
ya que debe ser suficientemente largo como para garantizar el correcto 
plegamiento de las proteínas pero a su vez, suficientemente corto como para 
permitir observar las mejoras cinéticas debido al efecto de proximidad 
(Carlsson et al., 1996). Está descrito en la bibliografía que el tamaño óptimo 
para los brazos espaciadores en proteínas de fusión está entre 2 y 10 
aminoácidos ya que brazos más largos pueden ser más propensos a sufrir 
degradación proteolítica in vivo dando lugar a una reducción significativa en la 
obtención de la proteína de fusión (Bülow, 1987). 
La libertad en el diseño del brazo espaciador será función del método 
seleccionado para la obtención del gen de fusión, ya que la estrategia elegida 
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Métodos de obtención de proteínas de fusión. 
Las primeras proteínas de fusión se crearon mediante fusión génica en fase o 
“in-frame fusion” (Fig. 17). Esta metodología se basa en el uso de enzimas de 
restricción para cortar el DNA en fragmentos específicos que pueden ser 
reorganizados posteriormente dando lugar a nuevas combinaciones. El 
disponibilidad de enzimas de restricción. Además, aplicando esta metodología 
Figura 17. Fusión génica en fase basada en el empleo de enzimas de restricción. 
co s 
nte 
 el codón de stop. El sitio de 
policlonaje utilizado y los enzimas de restricción seleccionados hicieron que se 
principal inconveniente de este sistema es su gran dependencia de la 
secuencia, ya que las posibilidades de fusión están limitadas por la 
se limita la elección del brazo espaciador, que suele venir fijado por la 
compatibilidad en los enzimas de restricción. 
codificante para la proteína A, eliminando
MCS
ORI
Enz4
Enz3
Enz2
Enz1 Gen a
Enz1 Enz2
Gen b
Enz3 Enz4
MCS
ORI
Inicialmente, esta fue la metodología más empleada en la literatura. Por 
ejemplo, Kim y Weaber (1988) diseñaron una proteína de fusión que 
mbinaba las actividades de la proteína A de S. aureus y la ricina A de Ricinu
communis. El clonaje de ambos genes se realizó cortando el gen codifica
para la ricina A y pegándolo en un vector de expresión que contenía el gen 
introdujera un brazo espaciador de 5 aminoácidos sobre el que no ha habido 
control. 
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La aparición de la técnica de PCR supuso un gran avance en el desarrollo de 
las proteínas de fusión, ya que permite amplificar los fragmentos de fusión con 
independencia de la secuencia. Esta nueva metodología permite recombinar 
fragmentos de DNA sin utilizar endonucleasas ni ligasas, lo que confiere una 
mayor flexibilidad de diseño. El método de los cuatro primers o SOE (gene 
Figura  Método de los cuatro primers. En rojo se muestran las hebras en sentido 
directo (3’-5’) y en verde las complementarias reversas (5’-3’). En ambos casos, los 
extremos 3’ se muestran con el círculo o el cuadrado abierto, mientras los extremos 5’ 
se indican con el círculo o el cuadrado cerrado. 
Los primers utilizados en los extremos que a su vez serán extremos del gen de 
fusión (a y d) se diseñan incluyendo la secuencia diana para los enzimas de 
splicing by overlap extensión) permite, mediante dos etapas de PCR, obtener 
un gen de fusión (Horton et al., 1989). Para ello, en una primera etapa se 
amplifican de manera independiente los fragmentos que se van a fusionar (AB 
del gen I y CD del gen II) en dos PCRs, independientemente del organismo de 
origen, de la secuencia o del sitio de policlonaje (Fig. 18). 
 18.
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DE
PCR
x1
x2
x1
x1 x2
x2
I II
PCR I PCR II
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x1 x2
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d
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restricción de interés (x1 y x2  respectivamente). Los primers de los extremos 
que deben ser fusionados se diseñan complementarios entre sí, incluyendo la 
secuencia conectora (b y c). De esta manera, los productos de las dos PCRs 
demás, permitiría, con un correcto 
R y su 
s de restricción a utilizar y 
sobre el brazo espaciador de la construcción final de fusión. Este es el caso 
de esta primera etapa son complementarios y se solapan. Estos fragmentos se 
mezclan en una nueva PCR junto con los primers a y d, donde se someten a 
sucesivos ciclos de desnaturalización, anillamiento y elongación. De las dos 
hebras del fragmento AB, la que contiene la secuencia que se solapa en el 
extremo 3’ puede actuar como primer de la hebra que tiene la secuencia 
conectora en 5’ del fragmento CD. Este comportamiento es recíproco. Las otras 
dos hebras que no pueden actuar como primer una de otra sí pueden actuar 
como molde de PCR con los primers a y d. 
Esta metodología permite, por un lado, controlar los sitios de corte en los 
extremos del gen de fusión, lo que simplifica su introducción posterior en un 
vector de expresión. Por otra parte permite controlar la región de fusión, 
pudiendo introducirse secuencias espaciadoras que faciliten el correcto 
plegamiento de las proteínas fusionadas. A
diseño de los primers, realizar mutagénesis dirigida junto con la fusión, 
realizando inserciones, delecciones o cambios dentro de la secuencia. 
Los primeros inconvenientes de este método, como la disponibilidad o 
accesibilidad a los primers, han sido superados con el desarrollo tecnológico y 
la automatización de la síntesis de oligonucleótidos en fase sólida. Otro 
inconveniente que presentaba esta técnica en sus inicios era la tasa de 
mutaciones que se podían introducir en los genes amplificados por PC
tamaño, pero la aplicación en la actualidad de DNA polimerasas de alta 
fidelidad de copia permite reducir la frecuencia de error por debajo de 10-5-10-6 
y permite amplificar fragmentos de hasta 6000 pb. 
Actualmente, existen diversos trabajos descritos en bibliografía que utilizan una 
combinación entre la metodología clásica basada en el uso de endonucleasas y 
la metodología basada en el uso de la PCR. En estos casos, parten de un 
diseño inicial en casete de uno de los genes y amplifican el otro mediante PCR, 
pudiendo así tener más control sobre los enzima
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más indicado cuando se trata de continuar trabajos donde los estudios previos 
de fusión han presentado problemas y se busca modificar algún elemento 
concreto de la fusión como el brazo espaciador o una de las funciones 
fusionadas (Sachadyn et al. 2007; Stanislawska-Sachadyn et al., 2006). 
Aplicaciones biotecnológicas de las proteínas de fusión. 
Las proteínas bifuncionales de fusión han tenido grandes aplicaciones en el 
campo de la biotecnología, que van desde las aplicaciones analíticas (Mizuno 
et al., 2006) a la ingeniería del metabolismo (Tian y Dixon, 2006). 
lización 
ede ser 
una diferencia en carga eléctrica, solubilidad, tamaño, hidrofobicidad o afinidad 
a para cada 
Una de las principales aplicaciones de las proteínas de fusión es su uti
en purificación de proteínas. La base de los procesos de separación pu
específica de la proteína de interés por un determinado compuesto. De todas 
ellas, la afinidad es el criterio de purificación más selectivo pero su 
especificidad implicaría la obtención de una columna concret
proteína a purificar, lo cual es operacionalmente inviable. La aplicación de la 
fusión de proteínas permite invertir este punto, de manera que se modifica la 
proteína para conferirle una determinada afinidad por un compuesto para el 
que existe un método de separación. La idea consiste en fusionarle a la 
proteína de interés un péptido que tenga unas características de unión 
específicas y que permita utilizar sus propiedades en la separación. De esta 
manera sólo es necesaria una columna para cada cola. Existen diversos tipos 
de proteínas y péptidos descritos en bibliografía utilizados para la purificación 
de proteínas de fusión (Stahl et al., 2003; Trejo y Coughlin, 1999, Lichty et al. 
2005). Actualmente, esta aplicación se encuentra ya tan extendida, que 
muchos de los vectores comerciales para la expresión de proteínas incorporan 
una zona del plásmido que fusiona a la proteína recombinante una de estas 
colas o “tags”. 
Esta aproximación de fusión de colas de afinidad no se limita a su aplicación en 
la purificación de proteínas, sino que, además, puede servir para la 
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inmovilización de la proteína de interés para su aplicación en construcción de 
chips y microarrays (Kindermann et al., 2003; Gao et al., 2006) (Fig. 19). 
Otro de los campos donde el uso de proteínas de fusión tiene gran interés es 
en el campo del diseño de biosensores. En este caso, una de las actividades 
1999) 
 
es: 
 
enzimáticas de la proteína de fusión se utiliza como método de detección de la 
otra (Narita et al., 2006; Wu et al., 2006). Los casos más habituales son el 
empleo de la GFP (Guan et al., 2007; Stanislawaska-Sachadyn et al., 2006) o 
de la β-galactosidasa (Sachadyn et al., 2007; Corchero y Villaverde, 
aunque también se puede aplicar la fusión a otros marcadores como la 
fosfatasa alcalina (Urban et al., 1990). En estos casos, la detección es debida a 
una señal óptica, por emisión de fluorescencia o mediante un ensayo 
enzimático que dé lugar a un cromóforo. 
Figura 19. Aplicación de los enzimas de fusión a la construcción de microarrays. 
Por último, la aplicación de proteínas de fusión dentro del contexto de la 
biocatálisis es mucho menor (Zhang et al., 2006; Khang et al., 2003), y eso a 
pesar de que la construcción de enzimas de fusión bifuncionales presenta dos
ventajas fundamentales frente a la utilización de los enzimas independient
por un lado, supone una simplificación en la expresión y purificación de las dos
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actividades ya que se encuentran en una única cadena polipeptídica, con lo 
 de 
costes; por otro lado, la proximidad que impone la fusión entre los centros 
activos que catalizan reacciones secuenciales puede suponer un aumento en la 
velocidad de la reacción global. Este efecto puede ser especialmente 
interesante también en el caso de que el producto intermedio sea inestable en 
el medio de reacción. Este efecto de proximidad conseguido en la aplicación de 
enzimas de fusión se encuentra ampliamente descrito en bibliografía (Tamada 
et al., 1994; Chen et al., 2000; Ljungcrantz et al., 1989). Este es el caso de la 
obtención de una proteína bifuncional α−1,3-galactosiltransferasa por fusión 
con una UDP-galactosa-4-epimerasa (Chen et al., 2000). Este nuevo enzima 
de fusión permite, manteniendo la especificidad por el aceptor de la función 
transferasa, sustituir el donador UDP-galactosa por UDP-glucosa (Fig. 20). La 
aplicación del nuevo enzima de fusión permite mejorar las características 
cinéticas de la síntesis de Galα1,3Galβ1,4Glc que suponen un aumento del 
300% en las velocidades de reacción respecto a la aplicación de los enzimas 
aislados gracias al efecto de proximidad que genera la fusión en este caso. 
Además, permite la reducción del coste 40 veces en la síntesis del epítopo 
Galα1,3Gal gracias a la sustitución de UDP-galactosa por UDP-glucosa. La 
síntesis de estos epítopos Galα1,3Gal es especialmente interesante en el 
campo de la biomedicina ya que este tipo de oligosacáridos están involucrados 
en las interacciones que pueden dar lugar a rechazo en xenotransplantes. 
Figura 20. Reacción catalizada por el enzima de fusión UDP-galactosa-4-
epimerasa/α−1,3-galactosiltransferasa. 
que eso implica en cuanto a simplificación de manejo y abaratamiento
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Una aplicación muy interesante de las proteínas de fusión es su introducción 
dentro del campo de la ingeniería de metabolismo, ya que permite la 
simplificación de la transformación de las distintas rutas metabólicas. Esto es 
especialmente destacable cuando se trata del metabolismo de plantas, donde 
la transformación es mucho más difícil que en bacterias. En este sentido, el 
trabajo de Tian y Dixon (2006) muestra el diseño una proteína bifuncional 
isoflavona sintasa/chalcona isomerasa y su incorporación al metabolismo de 
plantas no leguminosas (Fig. 21). Mediante combinación de modelado 
molecular, ingeniería de proteínas in vitro e ingeniería de metabolismo en 
planta consiguen aumentar la acumulación de compuestos isoflavonoides en 
las hojas de las plantas. 
Figura 21. Reacción catalizada por el enzima de fusión isoflavona sintasa/chalcona 
isomerasa. 
Un ejemplo más reciente de la obtención de enzimas de fusión para su 
aplicación en síntesis es la construcción de un biocatalizador redox dos-en-uno 
(Torres-Pazmiño et al., 2008) que permite, con una única cadena polipeptídica, 
llevar a cabo la reacción de Baeyer-Villiger y la regeneración ortogonal del 
coenzima empleando fosfito como donador de electrones de la regeneración 
(Fig. 22). 
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autosuficiente, es decir, un único biocatalizador que lleva a cabo tanto la 
reacción de Baeyer-Villiger de interés como la regeneración del cofactor. 
Figura 22. Reacción catalizada por el enzima de fusión monooxigenasa/fosfito 
deshidrogenasa. 
En este trabajo estudian la fusión de tres Baeyer-Villiger monooxigenasas 
diferentes (BVMO) a la fosfito deshidrogenasa (PTDH) como enzima de 
regeneración de coenzima, no observando efecto sobre la eficiencia catalítica 
de ninguna de las actividades con la fusión. Las BVMOs fusionadas son 
complementarias en cuanto a sustrato y estereoselectividad, lo que sugiere una 
gran aplicabilidad potencial de los nuevos biocatalizadores construidos para la 
obtención de intermedios quirales en la síntesis de compuestos bioactivos. 
Además, la construcción del enzima de fusión permite aplicar un biocatalizador 
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El trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral se puede englobar en dos grandes 
objetivos. En primer lugar, nos planteamos desarrollar el sistema multienzimático 
diseñado previamente en nuestro laboratorio y descrito en la Introducción, ampliando 
su aplicación a otras aldolasas dependientes de DHAP y estudiando su utilidad 
sintética con una batería de aldehídos representativos de una gran diversidad 
estructural. En segundo lugar, nos planteamos la simplificación de dicho sistema 
multienzimático mediante la creación y aplicación de un enzima bifuncional quinasa-
aldolasa, que reúna en una única cadena polipeptídica estas dos actividades. 
Estos dos grandes objetivos generales se pueden concretar en los siguientes 
objetivos particulares: 
? Estudio de la aplicabilidad del sistema multienzimático acoplado en la síntesis de 
enlaces C-C. 
o Optimización del sistema de expresión de la L-rhamnulosa-1-fosfato aldolasa 
de E. coli. 
o Optimización del sistema de expresión de la L-fuculosa-1-fosfato aldolasa de 
E. coli. 
o Estudio de la aplicabilidad del sistema multienzimático acoplado en la 
formación de enlaces C-C: 
− estrategia en un paso (one pot/one step) 
− estrategia en dos pasos (one pot/two steps) 
? Simplificación del sistema multienzimático acoplado mediante la aplicación de un 
enzima bifuncional quinasa-aldolasa. 
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o Diseño y obtención de un enzima bifuncional quinasa-aldolasa. 
o Clonaje y sobrexpresión del enzima fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa de 
Staphylococcus  carnosus. 
o Caracterización estructural del enzima de fusión mediante dicroísmo circular y 
análisis del efecto de fusión en la estructura de la proteína. 
o Estudio estructural y funcional de la estabilidad térmica del enzima de fusión. 
o Caracterización bioquímica del enzima bifuncional. Estudio comparativo del 
enzima de fusión con los enzimas nativos. 
o Aplicación sintética del enzima bifuncional para la formación de enlaces C-C. 
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MATERIALES 
Las cepas bacterianas utilizadas en esta memoria han sido: K12 (ATCC 
86984), DH5α y BL21(DE3) (Promega) de Escherichia coli y la cepa CECT 
4491 de Staphylococcus carnosus . 
El plásmido pGEM-T Easy fue adquirido a Promega y el plásmido pET-28b(+) 
fue suministrado por Novagen.  
Los cebadores de PCR fueron adquiridos en Isogen. La T4-DNA polimerasa fue 
adquirida en MBI Fermentas, al igual que el patrón de tamaño molecular 1 kb 
DNA Ladder y los enzimas de restricción EcoRI, XhoI, HindIII, BamHI, NheI y 
NdeI. 
La purificación de fragmentos de DNA a partir de bandas de gel de agarosa se 
realizó con el kit Perfectprep® Gel Cleanup de Eppendorf. Para obtener 
plásmidos a partir de cultivos bacterianos se usó el kit GenEluteTM Plasmid 
Miniprep de Sigma. 
La solución de Acrilamida/Bis-acrilamida 30% (29:1) para analizar muestras de 
proteínas por SDS-PAGE fue adquirida en Bio-Rad, y el patrón de pesos 
moleculares Low Molecular Weigth Calibration Kit en GE Healthcare. 
La AK, la  αGDH/TIM y la lisostafina fueron adquiridas en Sigma-Aldrich. La 
lisozima fue adquirida a USB Corporation y la DNasa a Roche. El IPTG y el 
imidazol fueron suministrados por Acros Organics. La DHAP fue suministrada 
por Fluka. Los antibióticos estreptomicina sulfato, kanamicina sulfato y 
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ampicilina, el ATP, el acetilfosfato, el NADH, los distintos aldehídos y el resto 
de reactivos de rutina utilizados en esta memoria fueron adquiridos en Sigma-
Aldrich. 
La dihidroxiacetona quinasa de Citrobacter freundii ha sido clonada en nuestro 
laboratorio (Sánchez-Moreno et al., 2004). 
Las membranas de diálisis Spectra/Por®, adecuadas para la diálisis de 
proteínas de peso molecular superior 12000-14000 Da, son de la marca 
Spectrum. 
Los componentes de los distintos medios de cultivo (extracto de levadura, 
triptona, extracto de carne y agar), al igual que la agarosa D-1 Medium EEO, 
fueron adquiridos a Pronadisa. 
La amplificación de DNA se hizo en un Mastercycler Personal de Eppendorf. 
Los geles de agarosa para electroforesis de DNA se resolvieron en una cubeta 
RunOneTM Electrophoresis Cell de EmbiTec. Los geles de 
acrilamida/bisacrilamida para SDS-PAGE de proteínas se resolvieron en una 
cubeta MiniProtean® 3 de Bio-Rad. El análisis densitométrico de los geles de 
agarosa y de acrilamida se realizó en un fotodocumentador Gene Flash Bio 
Imaging de Syngene LTD con el programa GeneTools 3.07. 
Los cultivos celulares se incubaron en un agitador orbital termostatizado Lab-
Shaker de Adolf Kühner AG.  
La resina de Ni+2-agarosa fue suministrada por Agarose Bead Technologies 
(ABT). Las columnas cromatográficas Glass Econo-Column® (Ø=2.5 cm) para 
la purificación de proteína se adquirieron en Bio-Rad. Para la purificación de 
proteínas DLF y FBPA se utilizó una columna de exclusión molecular HiLoad 
26/60 Superdex 75 PG controlada por un sistema AKTA-FPLC de GE 
Healthcare Life Science. Las muestras de proteína pura se liofilizaron en un 
liofilizador Lioalfa 6 de Telstar. 
Los ensayos espectrofotométricos se realizaron en un espectrofotómetro UV-
Vis SPECTRAmax-384 PLUS, de Molecular Devices. Los estudios de 
dicroísmo circular se realizaron en un espectropolarímetro JASCO J-810 
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controlado por el software Spectra ManagerTM para Windows, equipado con un 
Peltier Jasco PTC423-S. El análisis de los espectros de dicroísmo circular se 
realizó con el paquete informático CDPro compuesto por tres programas de 
cálculo: Continll, SELCON3 y CDSSTR. 
MÉTODOS 
Metodologías generales.  
Las técnicas básicas de manipulación de DNA (PCR, clonaje, ligamiento, 
transformación, etc.) se realizaron según se describen en Sambrook et al. 
(1989). 
Los distintos fragmentos de DNA se analizaron por electroforesis en gel de 
agarosa al 0,8% en TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8) con bromuro 
de etidio (0.4 μg/mL). 
La secuenciación de los diferentes genes se realizó en el Centro de 
Secuenciación de la Facultad de Biología de la Universidad Complutense de 
Madrid. 
Para la sobreexpresión de proteínas cuyo gen se clonó en el vector pET-28b(+) 
el protocolo seguido fue el mismo en todos los casos. Los clones de pET-
GEN/BL21 se crecieron en medio LB conteniendo 26.3 μg/mL de kanamicina a 
37 ºC hasta una O.D.600 nm∼0.5. En ese momento la expresión se indujo con 
IPTG 0.4 mM y el cultivo se mantuvo O/N a 30 ºC. Para la extracción de las 
proteínas, los cultivos se centrifugaron a 3000 g durante 30 min. a 4 ºC y las 
células se sometieron a tratamiento con lisozima (Bastida et al., 2001). Para 
ello, las células se resuspendieron en tampón TRIS 50 mM, pH 8 (8 mL/g) y se 
añadió lisozima (2 mg/g) células en una solución de EDTA 50 mM pH 8.2. La 
suspensión se agitó fuertemente a temperatura ambiente durante 1 hora y 
después se dejó agitando a 4 ºC O/N. A esta solución viscosa se le añadieron 
10 μg DNasa/g de células y MgCl2 0.95 μg/mL y se agitó a 4 ºC durante 30 min. 
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La mezcla se centrifugó durante 30 min. a 13000 g para separar el extracto 
crudo de proteínas solubles de los cuerpos de inclusión. A continuación, se 
añadió un 1% de estreptomicina sulfato al sobrenadante y se agitó durante 20 
min. a 4ºC. La mezcla se centrifugó durante 30 min. a 13000 rpm y 4 ºC para 
obtener el extracto crudo de proteínas solubles (CFE) libre de ácidos nucleicos 
Como vector de expresión de todas las proteínas clonadas en esta memoria se 
seleccionó el pET-28b(+), de 5369 pb, que es un plásmido de alto número de 
copia, que introduce resistencia a kanamicina, cuyo promotor proporciona altos 
niveles de sobreexpresión de la proteína recombinante y que además expresa 
la proteína fusionada a un pequeño péptido en el extremo N-terminal que 
contiene seis histidinas. Esta cola de histidinas presenta alta afinidad por 
cationes divalentes facilitando la purificación de la proteína a partir del extracto 
total de proteína soluble mediante cromatografía de afinidad a iones metálicos 
(IMAC). Esta purificación la llevamos a cabo en minicolumnas cromatográficas 
(Ø = 0,7 cm; Bio-rad) con resinas de Ni+2-IDA-agarosa de alta densidad (30-40 
μmol Ni+2/mL resina). 
La cuantificación de proteína purificada se realizó mediante medida de 
absorbancia a 280 nm. Para ello, realizamos espectros de absorbancia a 
temperatura ambiente entre 190 y 400 nm en cubetas de paso óptico 1 cm. 
Para el cálculo de concentraciones se utilizaron los coeficientes de extinción 
molar teóricos de la Rham1PA y Fuc1PA (ε280 = 46350 y 21680 M-1 cm-1, 
respectivamente) y los coeficientes de extinción molar experimentales, 
calculados a partir del análisis de aminoácidos, para la DHAK , FBPA y DLF 
(ε280 =35599, 46292 y 77928 M-1 cm-1, respectivamente). El análisis de 
aminoácidos se realizó en el Servicio de Química de Proteínas del Centro de 
Investigaciones Biológicas, CSIC. 
Los ensayos de equilibrio de sedimentación de las distintas proteínas fueron 
realizados en el departamento de Química-Física de Macromoléculas 
Biológicas del Instituto de Química-Física “Rocasolano”, CSIC. Además, los 
estudios de huella peptídica fueron realizados en la Unidad de Proteómica del 
Centro Nacional de Biotecnología, CSIC. 
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Los ensayos espectrofotométricos para la determinación de actividades 
enzimáticas se basan en la reacción de reducción de DHAP a glicerol fosfato 
catalizada por la αGDH con oxidación concomitante de NADH a NAD+, lo que 
produce una disminución en la absorbancia a 340 nm (ε340 = 6220 cm-1·M-1). 
La actividad aldolasa se midió en función de la reacción retroaldólica que 
descompone el correspondiente sustrato natural en DHAP y aldehído. Por otro 
lado, la actividad quinasa se midió en función de la reacción de fosforilación de 
DHA con consumo de ATP, para generar DHAP. 
Mediante una modificación de este ensayo espectrofotométrico, se pueden 
valorar los distintos productos de reacción (DHAP/DHA y DHAP/aldol) 
(Bergmeyer, 1984). 
Sistema multienzimático acoplado para la formación 
estereoselectiva de enlaces C-C. 
Obtención de la proteína L-rhamnulosa-1-fosfato aldolasa de E. coli. 
Amplificación del gen rhaD de E. coli. 
El gen rhaD (825 pb) que codifica para la Rham1PA se amplificó por PCR 
(García-Junceda et al., 1995). 
El DNA molde para la amplificación del gen rhaD se obtuvo a partir de la cepa 
de Escherichia coli K12 (ATCC 86984). Para ello se resuspendió 1 colonia en 
40 μL de LB, de los cuales se lisaron 10 μL en 40 μL de colony lysis buffer 
(Tris-HCl 20mM, pH 8.5; Tritón X-100, 1%; EDTA 2 mM). 
La amplificación del gen rhaD se realizó en un volumen final de 10 μL mediante 
30 ciclos de temperatura. Las secuencias de los cebadores diseñados para 
esta amplificación y las condiciones de PCR se encuentran recogidos en las 
Tablas 2 y 3 respectivamente. 
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 Tabla 2. Secuencias de los oligos cebadores empleados para la amplificación 
por PCR de los genes rhaD y fucA. 
Fragmento Extremo Primers Diana 
rhaD NtHrhaD CtXrhaD 
5’-ATATTAAGCTTCAAAACATTACTCAG-3’ 
5’-TATTACTCGAGTTACAGCGCCAGCGCACTGGC-3’ 
HindIII 
XhoI 
fucA NtNfucA CtBfucA 
5’- ATATTGCTAGCGAACGAAATAAACTTGCT -3’ 
5’- TATTAGGATCCTTACTCTTCAATTCG -3’ 
NheI 
BamHI 
Las bases señaladas en negrita se corresponden con las secuencias diana del 
correspondiente enzima de restricción. 
 
Tabla 3. Condiciones de reacción para la amplificación por PCR de los genes 
rhaD y fucA. 
  rhaD fucA 
Tampón 10x 1 μL 1 μL 
MgCl2 (50mM) 0.6 μL 0.3 μL 
dNTPs (10mM) 1 μL 0.2 μL 
Template 0.6 μL 0.6 μL 
H2O 6.5 μL 7.6 μL 
Nt (100μM) 0.1 μL 0.1 μL 
Ct (100μM) 0.1 μL 0.1 μL 
C
on
di
ci
on
es
 d
e 
re
ac
ci
ón
 (1
0 
μL
) 
Ecotaq (5 U/ μL) 0.1 μL 0.1 μL 
Desnaturalización 94 ºC -1 min 94 ºC -1 min 
Anillamiento 55 ºC -1 min 55 ºC -1 min 
C
ic
lo
 d
e 
Tª
 
Elongación 72 ºC -1 min 72 ºC -1 min 
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Clonaje del gen rhaD. 
El inserto rhaD procedente de la PCR, una vez purificado del gel de agarosa y 
el plásmido pET-28b(+) (5369 pb) se sometieron a una doble digestión con los 
enzimas de restricción HindIII y XhoI en un volumen de reacción de 100 μL 
según el protocolo estándar del fabricante. Tras la purificación, se procedió al 
ligamiento del inserto rhaD en el vector doblemente digerido de pET-28b(+), 
con una relación vector/inserto 1:1, usando T4 DNA ligasa y una concentración 
1 mM de ATP. El vector de expresión pET-rhaD así construido se utilizó para 
transformar células competentes BL21(DE3) que después se crecieron sobre 
placas de LB-agar que contenían 26.3 μg/mL de kanamicina. De las colonias 
que crecieron en estas condiciones se seleccionaron 10 al azar y se 
chequearon por PCR. Las colonias positivas se crecieron en 5 mL LB-
kanamicina para purificar el plásmido y se conservaron a -80 ºC. Estos 
plásmidos se secuenciaron usando el cebador de secuenciación del promotor 
de la T7-DNA polimerasa para verificar la secuencia completa del gen rhaD. 
Sobrexpresión y purificación del enzima Rham1PA. 
Para la sobreexpresión de la Rham1PA se seleccionó una de las colonias 
positivas que contenía el gen rhaD y se creció un cultivo del clon pET-
rhaD/BL21 en medio LB según el protocolo descrito en el apartado de 
“Metodologías Generales”. 
La proteína recombinante Rham1PA se purificó en un único paso a partir del 
extracto de proteína soluble, mediante IMAC con elución por pH (García-
Junceda et al., 1995). 
Así, la columna de resina de Ni+2-IDA-agarosa de alta densidad se lavó con 5 
volúmenes de agua por cada volumen de resina y se equilibró con 10 
volúmenes de tampón fosfato sódico 20 mM, pH=6 que contenía 500 mM de 
NaCl. A continuación se cargó la columna con 1 volumen de CFE y se lavó con 
10 volúmenes del mismo tampón. Para eluir la Rham1PA se utilizó el mismo 
tampón fosfato sódico 20 mM, NaCl 500 mM pero esta vez ajustado a pH=4. La 
elución de la proteína se monitorizó espectrofotométricamente por medida de 
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absorbancia a 280 nm. Todas las fracciones con absorbancia mayor de 0.5 se 
mezclaron y su pH se ajustó a 7-7.5 para su uso. 
Obtención de la proteína L-fuculosa-1-fosfato aldolasa de E. coli. 
Amplificación del gen fucA de E. coli. 
El gen fucA (651 pb) que codifica para la Fuc1PA se amplificó por PCR a partir 
de la cepa K12 (ATCC 86984) de E. coli (García-Junceda et al., 1995). El DNA 
molde se obtuvo de la misma manera que para la amplificación del gen rhaD. 
La amplificación del gen fucA se realizó en un volumen final de 10 μL mediante 
30 ciclos de temperatura. Las secuencias de los cebadores diseñados para 
esta amplificación y las condiciones de PCR se encuentran recogidas en las 
Tablas 2 y 3 respectivamente. 
Clonaje del gen fucA. 
El inserto fucA procedente de la PCR una vez purificado del gel de agarosa, se 
sometió a ligamiento con el vector pGEM-T Easy según el protocolo del 
fabricante. La construcción en pGEM así obtenida se utilizó para transformar 
células competentes DH5α que después se crecieron sobre placas de LB-agar 
que contenían 250 μg/mL de ampicilina. De las colonias que crecieron en estas 
condiciones se seleccionaron 10 al azar y se chequearon por corte con el 
enzima de restricción EcoRI. Las colonias positivas se crecieron en 5 mL de 
LB-ampicilina (250 μg/mL) para purificar plásmido. Estos plásmidos se 
secuenciaron usando el cebador de secuenciación del promotor de la T7-DNA 
polimerasa  
Posteriormente, el gen fucA se subclonó en el vector de expresión pET-28b(+) 
entre las dianas específicas de los enzimas de restricción BamHI y NheI. Así, 
tanto la construcción pGEM-fucA como el plásmido pET-28b(+) se digirieron 
con dichos enzimas de restricción según las instrucciones del fabricante. Tanto 
el inserto correspondiente al gen fucA como el vector de pET-28b(+) 
doblemente digeridos se purificaron de gel de agarosa al 0.8% en TAE. A 
continuación, se ligaron usando la T4 DNA ligasa con una relación 
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vector/inserto 1:1 y una concentración 1 mM de ATP. La mezcla de ligación de 
la construcción pET-fucA así obtenida, se transformó en células competentes 
DH5α que después se crecieron sobre placas de LB-agar que contenían 26.3 
μg/mL de kanamicina. De las colonias que crecieron en estas condiciones se 
seleccionaron 10 al azar, se chequearon por PCR y se conservaron a -80 ºC. 
Para la expresión de la proteína recombinante, células competentes BL21(DE3) 
se transformaron con la construcción pET-fucA. 
Sobrexpresión y purificación del enzima Fuc1PA. 
Para la sobreexpresión de la Fuc1PA se seleccionó una de las colonias 
positivas que contenía el gen fucA y se creció un cultivo del clon pET-
fucA/BL21 en medio LB según el protocolo descrito en el apartado de 
“Metodologías Generales”. 
La proteína recombinante Fuc1PA se purificó en un único paso a partir del 
extracto crudo de proteína soluble, mediante IMAC con elución por pH. El 
protocolo seguido fue el mismo que el descrito para la Rham1PA (García-
Junceda et al., 1995). 
Ensayos de actividad. 
Síntesis de sustratos no comerciales: L-lactaldehído, L-rhamnulosa-1-fosfato y 
L-fuculosa-1-fosfato. 
Para la medida de la actividad aldolasa de la Rham1PA y la Fuc1PA es 
necesario utilizar sus sustratos naturales, L-rhamnulosa-1-fosfato (Rham1P) y 
L-fuculosa-1-fosfato (Fuc1P) respectivamente, como sustrato en la reacción 
retroaldólica. Estos sustratos se sintetizaron enzimáticamente a partir de DHA y 
L-lactaldehído. A su vez, el L-lactaldehído no es comercial y se sintetizó a partir 
de D-treonina según el método descrito anteriormente (Zagalak et al., 1966). 
Síntesis de L-lactaldehído :  
9.1 g de ninhidrina (51 mmol) y 3 g de D-treonina (25 mmol) se hirvieron, con 
agitación fuerte y a reflujo, en 600 mL de tampón citrato sódico 50 mM pH 5,4 
durante 15 minutos. La suspensión se dejó enfriar, se filtró y se lavó el sólido 
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con agua miliQ. El filtrado (color rojo-violeta) se sometió a sucesivos pasos de 
intercambio iónico. Primero se trató con DOWEX 1x8 en su forma activada 
HCO4- hasta subir el pH a 6.5 y se mantuvo en agitación entre 2 y 3 horas. 
Posteriormente se filtró y el filtrado se trató con DOWEX 50x4 en su forma 
activa H+ hasta bajar el pH a 4.0. Se filtró de nuevo y el filtrado se concentró en 
el rotavapor hasta un volumen de 100 mL. Fue necesario repetir estos pasos 
de intercambio iónico y concentración hasta que la disolución quedó incolora y 
en presencia de la resina de intercambio aniónico a pH 7.5 ésta no cambió de 
color, llegando a un volumen final de unos 20-30 mL.  
La valoración de la concentración de L-lactaldehído en la disolución final se 
realizó mediante un ensayo espectrofotométrico. El L-lactaldehído es oxidado a 
ácido acético por acción de la aldehído deshidrogenasa en presencia de NAD+. 
Esta reacción se puede seguir espectrofotométricamente midiendo el aumento 
de absorbancia a 340 nm debido a la formación de NADH, que es directamente 
proporcional a la concentración de L-lactaldehído.  
La valoración se realizó a temperatura ambiente en ensayos de 5 minutos en 
un volumen final de 1 mL, conteniendo TRIS-HCl 50 mM, pH 8, 0.4 μmol de 
NAD+ y 1.5 U de aldehído deshidrogenasa. 
Síntesis enzimática de los aldoles naturales L-rhamnulosa-1-fosfato y L-
fuculosa-1-fosfato:  
La Rham1P y la Fuc1P se sintetizaron utilizando el sistema multienzimático 
acoplado en las condiciones previamente descritas por Sánchez-Moreno et al. 
(2004) para la obtención de Fuc1P en una escala de 1 mmol. 
Para ello, la reacción se llevó a cabo en 30 mL de tampón HEPES 20 mM pH 
7.5 que contenían 1 mmol de DHA, 1.5 mmol de L-lactaldehído, 2 mmol de 
acetilfosfato, 68 μmol de ATP, 250 μmol de MgSO4, 0.3 μmol de ZnCl2, 15 U de 
DHAK, 30 U de AK y aldolasa (Rham1PA o Fuc1PA). La actividad aldolasa 
añadida a la reacción se valoró a posteriori, comprobándose que se 
correspondía con 10 unidades de actividad aldolasa.  
Tanto la Rham1P como la Fuc1P fueron purificadas por precipitación con sales 
de bario y posterior cromatografía de intercambio aniónico con Dowex 1x8 en 
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las condiciones descritas por Sims y Reed (2005). El espectro de RMN 13C de 
los compuestos purificados fue coincidente con los previamente descritos (Liu 
et al. 1991). 
Valoración de las actividades L-rhamnulosa-1-fosfato aldolasa y L-fuculosa-1-
fosfato aldolasa. 
La valoración de las actividades aldolasa se realizó midiendo la reacción 
retroaldólica según se ilustra en el Esquema 1. Las medidas se llevaron a cabo 
a temperatura ambiente en ensayos de 5 minutos en un volumen final de 1 mL 
directamente en la cubeta del espectrofotómetro. La mezcla de reacción 
contenía una cantidad conocida de aldolasa (Rham1PA o Fuc1PA), en tampón 
Tris-HCl 40 mM, pH 8, con 0.015 μmol ZnCl2, 0.2 μmol de NADH, 2 U de 
α−GDH/TIM y 1 μmol de Rham1P o Fuc1P, respectivamente. 
DHAP
α-GDH
α-glicerofosfato
NADH
NAD+
ALDOLASA
ALDOL + ALDEHÍDO
Esquema 1. Ensayo acoplado para la valoración de la actividad aldolasa. 
Se define 1 unidad de actividad aldolasa (Rham1PA o Fuc1PA) como la 
cantidad de enzima que convierte 1 μmol de su aldol sustrato natural (Rham1P 
o Fuc1P, respectivamente) en dihidroxiacetona fosfato y L-lactaldehído por 
minuto en las condiciones mencionadas. 
Actividad dihidroxiacetona quinasa. 
La actividad DHAK se cuantificó valorando la DHAP formada en ensayos de 5 
minutos a temperatura ambiente en un volumen final de 1 mL (Esquema 2). La 
mezcla de reacción contenía: Tris-HCl 40 mM, pH 8, 0.2 μmol de NADH, 2.5 
μmol de DHA, 3.75 μmol de ATP, 5.0 μmol de MgSO4 y 2 U de α−GDH/TIM. 
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DHAP
α-GDH
α-glicerofosfato
NADH
NAD+
DHAKDHA + ATP
Esquema 2. Ensayo acoplado para la valoración de la actividad DHAK. 
Se define 1 unidad de actividad quinasa como la cantidad de enzima que 
convierte 1 μmol de DHA en DHAP por minuto en las condiciones 
mencionadas. 
Ensayos de valoración. 
 La valoración de DHAP/aldol y DHAP/DHA en una alícuota de reacción nos 
permite seguir el transcurso de la reacción con el tiempo. Para valorar los 
distintos tiempos de una reacción aldólica se tomaron alícuotas de 50 μL y la 
evolución de la reacción se detuvo por acidificación con 10 μL de HClO4 (al 
7%). Previamente a su valoración, las alícuotas fueron neutralizadas con 10 μL 
de NaOH 1M. 
Valoración DHAP/aldol. 
La valoración se realizó a temperatura ambiente en ensayos de 5-15 minutos 
en un volumen final de 1 mL en cubeta, conteniendo Tris-HCl 40 mM, pH 8, 
0.015 μmol ZnCl2, 0.2 μmol de NADH y la muestra a valorar. La bajada en 
absorbancia al añadir 2 U/mL de α−GDH/TIM es proporcional al contenido en 
DHAP y la disminución de absorbancia al añadir 0.5 U/mL de aldolasa es 
proporcional a la cantidad de aldol (Esquema 3). 
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Esquema 3. Ensayos de valoración de las alícuotas de reacción. 
Valoración DHAP/DHA. 
La valoración se realizó a temperatura ambiente en ensayos de 5 minutos en 
un volumen final de 1 mL en cubeta, conteniendo Tris-HCl 40 mM, pH 8, 0.2 
μmol de NADH y 5 mM ATP, 3.75 mM MgSO4 y la alícuota a valorar. La bajada 
en absorbancia al añadir 2 U/mL de α−GDH/TIM es proporcional al contenido 
en DHAP y la disminución de absorbancia al añadir 0.375 U/mL de DHAK es 
proporcional a la cantidad de DHA (Esquema 3). 
 
Sistema multienzimático acoplado para la síntesis de enlaces C-C 
Los nombres comerciales y las estructuras de los aldehídos utilizados para las 
reacciones aldólicas realizadas en esta memoria se encuentran recogidos en la 
Tabla 4. 
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 Tabla 4. Aldehídos utilizados en esta memoria. 
 
eacciones en un paso (one-pot/one-step). 
solo paso se llevaron a cabo a 
 y 5% del volumen 
ones se iniciaron con la adición de 6.8 μmol de ATP. 
ombreNombreR NR
etil-3-metil-4-oxocrotonato13isobutiraldehído6
dimetoxiacetaldehído12n-valeraldehído5
trans-cinamaldehído11butiraldehído4
crotonaldehído10propionaldehído3
3-(metiltio)propionaldehído9acetaldehído2
benciloxiacetaldehído8L-lactaldehído1
fenilacetaldehído7
H3C
HO
∗
CH3 ∗
CH3CH2 ∗
CH3CH2CH2 ∗
CH3CH2CH2CH2 ∗
H3C
H3C
∗
∗
O ∗
H3C
S ∗
H3C
∗
∗
H3C-O
H3C-O
∗
H3C O
O CH3
∗
R H
O
R ∗
R
Las reacciones que se realizaron en un 
temperatura ambiente en 3 mL de tampón HEPES 20 mM, pH 7.5 conteniendo 
0.1 mmol de DHA, 0.15 mmol de aldehído, 0.2 mmol de acetilfosfato, 25 μmol 
de MgSO4, 0.03 μmol de ZnCl2, 6 U de acetato quinasa y 1 U de aldolasa 
(Rham1PA o Fuc1PA). Las reacciones con Fuc1PA contenían 1.5 U de DHAK 
y las reacciones con Rham1PA contenían 1.7 U de DHAK. 
Los aldehídos 8 y 11 requirieron la adición de DMSO (10%
total de reacción respectivamente). El aldehído 7 contenía un 50% de alcohol 
bencílico, de forma que el contenido en alcohol de la mezcla de reacción fue de 
un 3.3%. 
Las reacci
58 
Materiales y Métodos    
 
Reacciones en dos pasos (one-pot/two-steps). 
Las reacciones que se realizaron siguiendo la estrategia de dos pasos se 
llevaron a cabo a temperatura ambiente en un volumen inicial de 2 mL de 
tampón HEPES 20 mM, pH 7.5 que contenía 0.1 mmol de DHA, 0.2 mmol de 
acetilfosfato, 25 μmol de MgSO4, 6.5 U de DHAK y 6 U de AK. El primer paso 
de reacción se inició con la adición de 6.8 μmol de ATP. 
Cuando la acumulación de DHAP en el medio de reacción era mayor del 95%, 
el pH se ajustó a 6.8 y el segundo paso de reacción se inició con la adición de 
1 mL de agua que contenía 0.15 mmol de aldehído, 0.03 μmol de ZnCl2 y 1 U 
de aldolasa (Rham1PA o Fuc1PA). Como en el sistema en un paso, los 
aldehídos 8 y 11 requirieron la adición, en el segundo paso, de DMSO en un 10 
y un 5% del volumen total de reacción, respectivamente. 
Enzima de fusión dihidroxiacetona quinasa – fructosa-1,6-
bisfosfato aldolasa. 
Obtención de la proteína fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa de 
Staphylococcus carnosus. 
Amplificación del gen fda. 
El gen fda (891 pb) que codifica para la FBPA de Staphylococcus carnosus se 
amplificó por PCR. El DNA molde para la amplificación del gen fda se obtuvo a 
partir de la cepa CECT 4491 de S. carnosus (Witke y Götz, 1992). 
Para extraer el DNA de S. carnosus se resuspendió el liofilizado suministrado 
por la CECT en medio de cultivo I (0.5 g extracto de carne, 1 g peptona, 0.5 g 
NaCl en 100 mL agua) y se creció el cultivo O/N a 37 ºC.  Se centrifugó 1 mL 
de este cultivo y las células se resuspendieron en 0.5 mL de solución de lisis 
(Tris 10 mM, EDTA 10 mM, lisozima 200 U/mL y lisostafina 25 U/mL) y se 
incubaron a 37 ºC durante 30  minutos (Ligozzi y Fontana, 2003). La 
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suspensión se calentó a 95 ºC durante 10 minutos y a continuación se extrajo 
el DNA con fenol/cloroformo/isoamílico. 
La amplificación del gen fda se realizó en un volumen final de 10 μL mediante 
25 ciclos de temperatura. Las condiciones de PCR y las secuencias de los 
cebadores diseñados para esta amplificación se encuentran recogidas en las 
Tablas 5 y 6 respectivamente. 
Tabla 5. Condiciones de reacción para la amplificación por PCR de los 
fragmentos fda, dhak-l, l-fda y dhak-l-fda. 
 dhak-l fda-l dhak-l-fda fda 
Tampón 10x 1 μL 1 μL 1 μL 1 μL 
MgCl2 (50mM) 0.6 μL 0.5 μL 0.8 μL 0.4 μL 
dNTPs (10mM) 1 μL 0.8 μL 1 μL 0.8 μL 
Aditivo 5x 2 μL 2 μL 2 μL 2 μL 
Template 0.15 μL 0.5 μL 0.4 μL 0.5 μL 
H2O 4.5 μL 4.45 μL 4.05 μL 4.55 μL 
Nt (100μM) 0.15 μL 0.15 μL 0.15 μL 0.15 μL 
Ct (100μM) 0.15 μL 0.15 μL 0.15 μL 0.15 μL Co
nd
ic
io
ne
s 
de
 re
ac
ci
ón
 (1
0 
μL
) 
EcotaqPlus (4 U/ μL) 0.45 μL 0.45 μL 0.45 μL 0.45 μL 
Desnaturalización 94 ºC -1 min 94 ºC -1 min 94 ºC -1 min 94 ºC -1 min 
Anillamiento 55 ºC -1 min 55 ºC -1 min 50 ºC -1 min 55 ºC -2 min 
C
ic
lo
 d
e 
Tª
 
Elongación 72 ºC -2 min 72 ºC -2 min 72 ºC -3 min 72 ºC -1 min 
 
Clonaje del gen fda. 
El inserto fda procedente de la PCR, una vez purificado, se sometió a 
ligamiento con el vector pGEM-T Easy según el protocolo del fabricante. La 
construcción pGEM-fda así obtenida se utilizó para transformar células 
competentes DH5α que después se crecieron sobre placas de LB-agar que 
contenían 250 μg/mL de ampicilina. De las colonias que crecieron en estas 
condiciones se seleccionaron 5 al azar y se chequearon por PCR. 
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Las colonias positivas se crecieron en 5 mL de LB-ampicilina para purificar el 
plásmido. Estos plásmidos se secuenciaron usando los cebadores de 
secuenciación de los promotores SP6 y el de la T7-DNA polimerasa para 
comprobar la secuencia completa del gen fda. 
Tabla 6. Secuencias de los oligos cebadores empleados para la amplificación 
as bases señaladas en negrita se corresponden con la
por PCR de los fragmentos fda, dhak-l, l-fda y dhak-l-fda. 
L s secuencias diana de los 
Fragmento Extremo Primers Diana 
dhak-l NtNdhak CtFdhak 
5’-ATATTCATATGTCTCAATTCTTTTTT-3’ 
5’-CTGGCCCTGGCCCTGGCCCAGCTCACTCTC-3’ 
NdeI 
- 
l-fda CtScXfda NtFScfda 
5’-TATTACTCGAGTTAAGCTTTGTTTACTGA-3’ 
5’-CAGGGCCAGGGCCAGAACCAAGAACAATTTGACAAA-3’ 
XhoI  
- 
dhak-l-fda NtNdhak CtScXfda 
5’-ATATTCATATGTCTCAATTCTTTTTT-3’ 
5’-TATTACTCGAGTTAAGCTTTGTTTACTGA-3’ 
NdeI 
XhoI 
fda NtScNfda CtScXfda 
5’-ATATTCATATGAACCAAGAACAATTTGAC-3’ 
5’-TATTACTCGAGTTAAGCTTTGTTTACTGA-3’ 
NdeI 
XhoI 
correspondientes enzimas de restricción. 
Las bases subrayadas corresponden con la secuencia conectora. 
Posteriormente, el gen fda se subclonó en el vector de expresión pET-28b(+) 
Para la expresión de la proteína recombinante, la construcción pET-fda se 
transformó en células competentes BL21(DE3). 
entre las dianas específicas de los enzimas de restricción NdeI y XhoI. Así, 
tanto la construcción pGEM-fda como el plásmido pET-28b(+) se digirieron con 
dichos enzimas de restricción según las instrucciones del fabricante. Tanto el 
inserto correspondiente al gen fda como el vector de pET-28b(+) doblemente 
digeridos se purificaron de gel de agarosa al 0.8% en TAE. A continuación, se 
ligaron usando la T4 DNA ligasa con una relación vector/inserto 1:1. La mezcla 
de ligación de la construcción pET-fda así obtenida, se transformó en células 
competentes DH5α que después se crecieron sobre placas de LB-agar que 
contenían 26.3 μg/mL de kanamicina. De las colonias que crecieron en estas 
condiciones se seleccionaron 10 al azar, se chequearon por PCR y se 
conservaron a -80 ºC. 
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Sobrexpresión y purificación del enzima FBPA. 
Para la sobreexpresión de la FBPA se seleccionó una de las colonias positivas 
el clon pET-fda/BL21 en medio 
LB según protocolo descrito en el apartado de “Metodologías Generales”. 
l y ii) 
cromatografía de exclusión molecular. 
 agua por cada volumen de resina y se 
equilibró con 10 volúmenes de tampón fosfato sódico 20 mM, pH 7.5. A 
fue fosfato 50 mM, NaCl 150 mM 
pH 7.2 con un flujo constante de 1.0 mL/min. Las fracciones de eluído que 
Diseño de la secuencia conectora de la proteína de fusión. 
INKER 
inoácidos, se optó 
por Gln-Gly-Gln-Gly-Gln. Así, la secuencia correspondiente en DNA es 
E yó utilizando el método denominado “de los 4 
primers”, mediante dos etapas de PCR consecutivas (Horton et al., 1989). 
 
que contenía el gen fda y se creció un cultivo d
La proteína recombinante FBPA se purificó en dos pasos a partir del extracto 
crudo de proteína soluble: i) cromatografía IMAC con elución por imidazo
Para el primer paso, la columna de resina de Ni+2-IDA-agarosa de alta 
densidad se lavó con 5 volúmenes de
continuación se cargó la columna con 1 volumen de CFE y se lavó con 20 
volúmenes del mismo tampón. Para eluir la FBPA se utilizó 1 volumen de 
tampón fosfato 20 mM, imidazol 1M, pH 7.5. 
Éste eluído así obtenido se sometió a un segundo paso de purificación por 
exclusión molecular. La fase móvil utilizada 
contienen la FBPA se mezclaron para dializar frente a agua a pH 7.5 y su 
posterior liofilizado.  
Obtención de la proteína de fusión quinasa-L-aldolasa (DLF). 
La secuencia conectora o brazo espaciador se diseñó con el programa L
(Crasto y Feng, 2000) y, de las posibles secuencias de am
5´CAGGGCCAGGGCCAG3´. 
Amplificación del fragmento de fusión dhak-l-fda. 
l gen de fusión se constru
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1ª etapa: obtención de los fragmentos dhak-l y l-fda. 
 coli 
ansformado con pRSET-dhak disponible en nuestro laboratorio (Sánchez-
Moreno et al., 2004) 
Como DNA molde para la amplificación del fragmento l-fda se utilizó el mismo 
s se realizaron en un volumen final de 10 μL tras 25 
ciclos de reacción. Las condiciones de amplificación se encuentran resumidas 
2ª etapa: obtención del fragmento de fusión dhak-l-fda.
El DNA molde para la amplificación del fragmento dhak-l se obtuvo mediante 
purificación de plásmido de un cultivo O/N en LB-ampicilina de E.
tr
DNA obtenido a partir de la cepa CECT 4491 de S. carnosus descrito 
anteriormente. 
Ambas amplificacione
en la Tabla 5. Las secuencias de los oligonucleótidos utilizados como 
cebadores están recogidas en la Tabla 6.  
 
10 μL. La mezcla de 
reacción se sometió a 25 ciclos de amplificación. Las condiciones de reacción 
l fabricante. 
Tras la purificación se procedió al ligamiento del inserto dhak-l-fda en el vector 
 DNA ligasa utilizando una relación 
Como molde de DNA del fragmento de fusión dhak-l-fda se utilizó una mezcla 
1:1 de los productos de amplificación obtenidos en la primera etapa tras su 
purificación de gel de agarosa. 
La amplificación se realizó en un volumen final de 
se encuentran resumidas en la Tabla 5. Las secuencias de los oligonucleótidos 
utilizados como cebadores se encuentran recogidas en la Tabla 6.  
Clonaje del gen de fusión dhak-l-fda. 
El inserto dhak-l-fda purificado (2565 pb) procedente de la PCR y el plásmido 
pET-28b(+) se sometieron, por separado, a una doble digestión con los 
enzimas de restricción NdeI y XhoI según el protocolo estándar de
doblemente digerido pET-28b(+) con la T4
vector/inserto 1:1. El vector de expresión pET-dhak-l-fda así construido se 
utilizó para transformar células competentes DH5α que después se crecieron 
sobre placas de LB-agar que contenían 26.3 μg/mL de kanamicina. De las 
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colonias que crecieron en estas condiciones se seleccionaron 7 al azar y se 
chequearon por PCR. 
Las colonias que dieron positivo por PCR se crecieron en 5 mL de LB-
kanamicina para purificar plásmido. Estos plásmidos se secuenciaron usando 
el cebador de secuenciación del promotor de la T7-DNA polimerasa. Además, 
para comprobar la secuencia completa del gen de fusión dhak-l-fda fue 
De las colonias que crecieron en estas condiciones se seleccionaron 6 al azar y 
-dhak-l-fda/BL21 en medio LB según el protocolo 
descrito en el apartado de “Metodologías Generales”.  
tografía de afinidad para 
PSECFUS1 reverso 5’-CTGTCATCTGCCGCAAGAAGCCGA-3’ 
necesario utilizar 3 oligos de secuenciación diseñados específicamente para 
dicho propósito. La secuencia de estos tres oligos, pETSPCt, PSECFUS1 y 
PSECFUS2 se encuentra recogida en la Tabla 7.  
Tabla 7. Secuencia de los oligos diseñados específicamente para la 
secuenciación del gen de fusión dhak-l-fda. 
Nombre Sentido Primers 
PSECFUS2 reverso 5’-CTCAACTTCACGGTCCATAGTTTG-3’ 
pETSPCt reverso 5’-TGCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’ 
Uno de los plásmidos positivos pET-dhak-l-fda, se seleccionó  para su 
transformación en células competentes de BL21(DE3) que después se 
crecieron sobre placas de LB-agar que contenían 26.3 μg/mL de kanamicina. 
se chequearon por PCR.  
Sobrexpresión y purificación del enzima de fusión DLF. 
Para la sobreexpresión de la proteína de fusión se creció un cultivo de uno de 
los clones positivos pET
La proteína de fusión DLF se purificó, al igual que la FBPA, en dos pasos a 
partir del extracto crudo de proteína soluble: i) cromatografía IMAC con elución 
por imidazol y ii) cromatografía de exclusión molecular. La única diferencia en 
la purificación de estas proteínas está en que la croma
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purificar la proteína de fusión tiene un paso intermedio extra de lavado previo a 
la elución. Este lavado se realizó con 10 volúmenes de tampón fosfato 20 mM, 
imidazol 50 mM, pH 7.5. 
Ensayos de actividad. 
Actividad fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa. 
La valoración se realizó a temperatura ambiente en ensayos de 5 minutos en 
 en cubeta, conteniendo una cantidad conocida de 
enzima aldolasa (FBPA o DLF), Tris-HCl 40 mM, pH 8, 0.2 μmol de NADH, 1 
GDH/TIM. 
ción de la 
actividad quinasa de la proteína nativa DHAK.  
 nm, con un paso óptico de 0.1 
tro se tomaron 4 acumulaciones que se promediaron 
automáticamente. Cada espectro se realizó con una velocidad de barrido de 20 
Las muestras de DHAK tenían una concentración 0.2-0.4 mg/mL (3.1-6.2 μM) 
en agua a pH 7.5. Las muestras de FBPA tenían una concentración 0.1-0.2 
un volumen final de 1 mL
μmol de fructosa-1,6-bisfosfato y 2 U de α−
Se define 1 unidad de actividad aldolasa como la cantidad de enzima que 
convierte 1 μmol de fructosa-1,6-bisfosfato en dihidroxiacetona fosfato y 
gliceraldehído-3-fosfato por minuto en las condiciones mencionadas. 
Actividad dihidroxiacetona quinasa. 
El ensayo para la determinación de la actividad quinasa del enzima de fusión 
DLF se realizó en las mismas condiciones descritas para la determina
Dicroísmo circular. 
Los espectros de dicroísmo circular en el UV-lejano de las distintas proteínas 
se realizaron a 20 ºC en la región entre 240-195
nm. Para cada espec
nm/min. y un ancho de banda de 0.2 nm. 
Los estudios de DC a temperatura variable se realizaron a λ=222 nm, con un 
paso óptico de 0.1 nm y en un rango de temperatura entre 20 - 90 ºC. La toma 
de datos se hizo cada 0.2 ºC y con un gradiente de temperatura de 40 ºC/h. 
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mg/mL (2.9-5.8 μM) en agua a pH 7.5. Las muestras de DLF tenían una 
concentración 0.6-0.7 mg/mL (6.4-7.5 μM) en agua a pH 7.5. 
Determinación de parámetros cinéticos. 
 manteniendo las 
concentraciones de enzimas y sustratos.  
os fueron tratados con el 
specto a la DHA se realizó con 24 
μ
plejo 
[MgATP]  (3.75 mM). 
Determinación de los parámetros cinéticos respecto a la FBP 
25 mM para la proteína de fusión 
DLF y 0.83 μg/mL de proteína purificada y 20 concentraciones distintas de FBP 
bo reacciones en 
paralelo utilizando el sistema multienzimático DHAK/FBPA o el sistema 
simplificado DLF. En ambos casos, las condiciones de reacción fueron 
Las determinaciones de velocidades iniciales de los ensayos cinéticos se 
realizaron en placas de 96 pocillos en un volumen total de 0.3 mL. Las mezclas 
de reacción se escalaron respecto a los ensayos de actividad
Los datos para la obtención de los parámetros cinétic
módulo SigmaPlot EnzymeKinetics 1.10 del programa SigmaPlot 8.0. 
Determinación de los parámetros cinéticos respecto a la DHA 
La medida de los parámetros cinéticos re
g/mL de DLF purificada y 12 concentraciones distintas de DHA en el rango 
comprendido entre 0.83-16.7 μM con concentraciones saturantes del com
2-
La medida de los parámetros cinéticos respecto a la fructosa-1,6-bisfosfato se 
realizó con 5.3 μg/mL de proteína purificada y 16 concentraciones distintas de 
FBP en el rango comprendido entre 0.005-0.
en el rango comprendido entre 0.005-0.6 mM para la FBPA. 
Estudio del “efecto de proximidad” de los centros activos en el 
enzima de fusión. 
Para estudiar el efecto de proximidad de los centros activos que genera la 
fusión sobre la velocidad de la reacción, se llevaron a ca
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idénticas y se pusieron las mismas unidades de actividad quinasa y aldolasa en 
los dos conjuntos de reacciones.  
Las reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente en 1.5 mL de 
lasa fijada por la construcción del enzima de 
fusión. 
μmol de MgSO4, 3 U de AK, y DLF 
(1.5-2 U de quinasa y 3-6 U de aldolasa). Las reacciones se inician con la 
o sustratos acetaldehído (2), 
benciloxiacetaldehído (8) y 3-(metiltio)propionaldehído (9). 
multienzimático simplificado DLF. Para la 
caracterización de los productos finales se utilizaron los crudos de reacción. 
l., 2001). 
tampón fosfato 20 mM, pH 7.5 conteniendo 0.05 mmol de DHA, 0.15 mmol de 
benciloxiacetaldehído (8), 12.5 μmol de MgSO4 y 12.5 μmol de ATP.  
En cada pareja de ensayos DHAK/FBPA frente a DLF se pusieron las mismas 
unidades de actividad quinasa y aldolasa (1-1.5 U quinasa y 3-4.5 U aldolasa), 
con una relación 1:3 quinasa:aldo
Aplicación sintética del enzima de fusión DLF para la reacción 
aldólica a partir de DHA y un aldehído. 
Las reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente en 1.5 mL de 
tampón fosfato 20 mM, pH 7.5 conteniendo 0.05 mmol de DHA, 0.150 mmol de 
aldehído, 0.1 mmol de acetilfosfato, 12.5 
adición de 3.4 μmol de ATP. 
Para estas reacciones se utilizaron com
Determinación estructural mediante Resonancia Magnética Nuclear. 
Se realizaron espectros de resonancia de los distintos reactivos de partida 
utilizados en el sistema 
Esos crudos se pasaron por C-activo y, a continuación, se liofilizaron antes de 
resuspenderlos en el disolvente deuterado (Dinkelbach et a
Espectroscopia de 1H-RMN. 
Todos los espectros de resonancia magnética nuclear de protón (1H-RMN) se 
realizaron en un espectrómetro Varian de 500 MHz. En cada caso, junto al 
disolvente deuterado y la temperatura a la que se realizó el espectro, está 
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indicada la frecuencia en la que está registrado el mismo. También se indican 
los desplazamientos químicos en la escala δ (ppm), la multiplicidad de las 
señales (s, singlete; d, doblete; t, triplete; c, cuartete; q, quintuplete; m, 
egración), el valor de las 
Espectroscopia de RMN bidimensional. 
MQC, HMBC y NOESY se realizaron en un 
multiplete), el número de protones (deducidos por int
constantes de acoplamiento J (Hz) y la asignación estructural. 
Espectroscopia de 13C-RMN. 
Todos los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono 13 (13C-
RMN) se realizaron en un espectrómetros Varian-500 (125 MHz). En cada caso 
se indican los desplazamientos químicos en la escala δ (ppm) y la asignación 
estructural. 
Los experimentos COSY, H
espectrómetro Varian de 500 MHz. 
Caracterización de los aldoles 2c, 8c y 9c. 
O OH
OPO32- OH
M
1
2
3
4ALDOL 2c e
 
ALDOL 2c: 1-o-fosfono-5-desoxi- -treo-pent-2-ulosa 
(1-o-fosfono-5-desoxi-D-xilulosa). 
1H RMN (500 MHz, D2O, 298 K): δ 4.55 (dd, 1H, J= 18.8, 6.1 Hz, H-1A), 4.45 
(dd, 1H, J= 18.8, 6.1 Hz, H-1B); 4.20 (d, 1H, J= 2.6 Hz, H-3); 4.14 (dq, 1H, J= 
6.4, 2.4 Hz, H-4), 1.10 (d, 3H, J= 6.3 Hz, Me). 
13C RMN (125 MHz, D2O, 298 K): δ 211.6 (C-2), 78.5 (C-3), 67.9 (C-4), 67.7 (C-
1), 18.
 
 
D
4 (Me).  
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OPO32- OH
OHO
1 3ALDOL 8c
O
2 4
5
CH2Ph
Ar
 
ALDOL 8c: 5-O-bencil-1-O-fosfono-D-treo-pent-2-ulosa  
(5-O-bencil-1-O-fosfono-D-xilulosa). 
1H RMN (500 MHz, DO, 298 K): δ 7.2-7.1 (m, 5H, Ar), 4.52 (dd, 1H, J= 18.5, 5.8 
Hz, H-1A), 4.40 (dd, 1H, J= 18.5, 5.8 Hz, H-1B); 4.4-4.3 (m, 2H, CH2Ph), 4.1-4.0 
(m, 1H, H-3), 3.5-3.4 (m, 1H, H-4), 3.5-3.4 (m, 1H, H-4),3.27 (d, 2H, J= 4.9 Hz).  
13C RMN (125 MHz, D2O, 298 K): δ 212.3 (C-2), 129.5 (Ar), 129.3 (Ar), 128.9 
(Ar), 128.6 (Ar), 75.5 (C-1); 73.1 (C-5); 72.4 (CH2Ph); 70.5 (C-4); 70.2 (C-3).  
 
OPO 2-3 OH
OHO
1
2
3
4ALDOL 9c S
Me5
6
 
ALDOL 9c: 5-desoxi-1-O-fosfono-6-S-metil-6-tio-D-treo-hex-2-ulosa  
(5-desoxi-1-O-fosfono-6-S-metil-6-tio-D-fructosa). 
1H RMN (500 MHz, D2O, 298 K): δ  4.55 (dd, 1H, J= 18.8, 6.6 Hz, H-1A), 4.45 
(dd, 1H, J= J= 18.8, 6.6 Hz, H-1B); 4.28 (d, 1H, J= 2.2 Hz, H-3); 4.05 (ddd, 1H, 
J= 14.4, 11.5, 9.2 Hz, H-4), 2.5-2.4 (m, 2H, H-6), 1.95 (s, 3H, Me), 1.8-1.7 (m, 
2H, H-5). 
13C RMN (125 MHz, D2O, 298 K): δ 211.5 (C-2), 77.7 (C-3), 70.4 (C-4), 68.1 (C-
1), 29.6 (C-6), 23.5 (C-5); 14.3 (Me). 
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A. Sistema multienzimático acoplado para la formación 
estereoselectiva de enlaces C-C. 
La parte inicial de este trabajo se ha enfocado hacia la extensión del sistema 
multienzimático previamente descrito por nuestro grupo (Sánchez-Moreno et 
al., 2004), ampliando la diversidad estructural de los aldehídos empleados 
como sustrato y haciéndolo extensivo a otras aldolasas dependientes de 
DHAP. Uno de los principales problemas de la utilización de aldolasas 
dependientes de DHAP es que, salvo RAMA, no están disponibles 
comercialmente. Así, como primer paso, se procedió a la obtención de los 
enzimas Rham1PA y Fuc1PA de E. coli.  
Los genes rhaD y fucA de E. coli, codificantes de la proteínas Rham1PA y 
Fuc1PA respectivamente, se amplificaron de manera específica mediante PCR 
y se clonaron en el vector de expresión pET-28b(+) utilizando como 
hospedador la cepa BL21(DE3) de E. coli (Fig. 23). En ambos casos se 
comprobó que la secuencia del gen introducido era la esperada (García-
Junceda et al., 1995). 
La expresión de proteínas inducida por IPTG nos permitió, en ambos casos, 
una sobreexpresión de la aldolasa recombinante en la fracción de proteína 
soluble superior al 75% de proteína total (Fig. 24). 
rhaDr
HindIII XhoI
NheI BamHI
fucAf
EnzI EnzII
f1 ori
PT7T7
Kanrr
6xH6xATGAT Ag EKRBSSRB STOPS PT
pET-28b(+) (5369 pb)
Figura 23. Esquema de las construcciones pET-rhaD y pET-fucA 
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de cultivo. 
24. SDS-PAGE de la sobreexpresión y purificación de los enzimas 
a figura es una composición de varios geles del mismo 
De tro grupo 
 
La purificación de ambas proteínas por IMAC con elución mediante cambio de 
pH nos permitió obtener una productividad final de 132 U (750 mg) de 
Rham1PA pura por litro de cultivo y 165 U (750 mg) de Fuc1PA pura por litro 
Figura 
Rham1PA y Fuc1PA. L
PM (kDa) 1
116.0
66.2
45.0
35.0
25.0
18.4
14.4
2 3 4 5 6
Rham1PA
34.3 kDa
Fuc1PA
26.2 kDa
porcentaje de acrilamida/bisacrilamida. (1) Marcador de pesos moleculares; (2) 
Blanco de expresión de una cepa de E. coli BL21 transformada con pET-28b(+); 
(3) Sobreexpresión de la Rham1PA; (4) Purificación de la Rham1PA por IMAC; (5) 
Sobreexpresión de la Fuc1PA; (6) Purificación de la Fuc1PA por IMAC. 
manera paralela a los trabajos con Rham1PA y Fuc1PA, en nues
se estaban realizando estudios del sistema multienzimático con RAMA 
(Sánchez-Moreno et al., 2008a). Al ensayar la reacción con el trans-
cinamaldehído (ald. 11, Tabla 4) obtuvimos una formación de aldol del 79%
respecto a la DHA en 7h. Sin embargo, la caracterización por RMN del aldol 
obtenido no mostró las señales correspondientes al anillo aromático y sólo 
permitió detectar como producto mayoritario la inesperada formación de 
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fructosa-1,6-bisfosfato (Gray y Barker, 1970). Está descrito en bibliografía 
(Dinkelbach et al., 2001) que la aplicación de las aldolasas dependientes de 
DHAP es muy sensible a la presencia de contaminación por triosafosfato 
isomerasa (TIM) ya que este enzima cataliza la isomerización de la DHAP a D-
G3P (Fig. 25). Este aldehído puede ser sustrato de la aldolasa y dar lugar a la 
formación de un aldol no deseado. En nuestro sistema, la formación de 
fructosa-1,6-bisfosfato sólo se podía explicar por una contaminación de alguna 
preparación enzimática con TIM. 
O
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En un principio, nos
Figura 25. Reacción enzimática de formación de fructosa-1,6-bisfosfato. 
otros habíamos descartado la contaminación de TIM en las 
purificaciones de las distintas enzimas utilizadas, ya que en ningún momento 
se detectaron bandas de proteína en los geles de SDS-PAGE a 27 kDa (Fig. 24 
y 26), correspondiente al peso del monómero de TIM de E. coli (Riley et al., 
2006). Así, fue necesario realizar distintos ensayos de control para determinar 
el origen de la contaminación por TIM en nuestro sistema. En las incubaciones 
de 50 μmol de DHAP en tampón HEPES 20 mM, pH 6.8 en presencia de 10 U 
de RAMA con y sin 6 U de AK no se detectó la presencia de aldol, lo que 
permitió descartar la contaminación en los enzimas comerciales. En las 
incubaciones de 50 μmol de DHAP en tampón HEPES 20 mM, pH 6.8 en 
presencia de 10 U de RAMA con 1.5 U de DHAK se detectó la formación de 
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Del mismo modo, como paso previo a la ham1PA y Fuc1PA en 
aldol en 2.5 h. De esta forma, se pudo determinar que el origen de la 
contaminación por TIM estaba en la preparación de la DHAK. Hasta ese 
momento, la DHAK se purificaba en un único paso por IMAC con elución con 
imidazol, pero a partir de este punto se incluyó un segundo paso de purificación 
por exclusión molecular (Sánchez-Moreno, comunicación personal). La 
repetición de los controles de contaminación por TIM con la DHAK purificada 
mediante este nuevo protocolo permitió comprobar la eliminación de dicha 
contaminación. 
Figura 26. Purificación de la DHAK. (1) Primer paso de purificación por IMAC. (2) 
Segundo paso de purificación por exclusión molecular. 
 aplicación de R
el sistema multienzimático se realizaron controles para determinar la posible 
presencia de TIM como contaminante de las proteínas purificadas. Es 
importante destacar que, en ninguna de las preparaciones enzimáticas 
después de la purificación por IMAC (DHAK, Rham1PA, Fuc1PA) se detectaba 
una banda de 27 kDa en los geles de SDS-PAGE debida a la TIM de E. coli 
(Fig. 24 y 26). Para realizar estos controles se incubaron 50 μmol de DHAP en 
tampón HEPES 20 mM, pH 6.8 en presencia de 1 U de aldolasa (Rham1PA o 
Fuc1PA) en ausencia de aldehído. La no-detección de aldol durante el tiempo 
de incubación descarta una posible contaminación por TIM en las aldolasas 
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purificadas o, al menos confirma que si existe esta contaminación, el posible D-
gliceraldehído-3-fosfato formado no es sustrato de las aldolasas ensayadas. 
Una vez que dispusimos de todos los componentes necesarios para el estudio 
del sistema multienzimático, se procedió a la optimización de la relación 
aldolasa/DHAK para minimizar la acumulación de DHAP en el medio de 
reacción. 
Una de las principales características del sistema multienzimático acoplado 
objeto de estudio es que la formación de la DHAP debe tener lugar a la misma 
velocidad a la que es consumida por la aldolasa. Para ello deben tenerse en 
cuenta dos aspectos: (i) el pH debe mantenerse a pH 7.5 mediante ajuste 
continuo del mismo para asegurar el funcionamiento del sistema de 
regeneración de ATP y (ii) la relación entre las actividades aldolasa/DHAK debe 
ajustarse experimentalmente para prevenir la acumulación de DHAP y así 
minimizar su degradación al pH neutro en el que se desarrolla la reacción. Así, 
la relación de actividades Rham1PA/DHAK se determinó empíricamente. La 
relación óptima de actividades para el sistema Fuc1PA/DHAK fue 1/1.5 cuando 
se utiliza L-lactaldehído como sustrato (Sánchez-Moreno et al., 2004). Cuando 
se ensayó esta misma relación con la Rham1PA y el mismo aldehído no se 
detectó acumulación de DHAP durante el transcurso de la reacción. Para 
asegurarnos de que la formación de la DHAP no estaba siendo el paso 
limitante de la reacción, se incrementó la cantidad de DHAK a 1.7 unidades. En 
estas condiciones pudimos observar una pequeña acumulación de DHAP, 
inferior al 5%, acompañada de un ligero aumento en la formación del aldol 
correspondiente. Así, decidimos considerar 1/1.7 como la relación óptima para 
las reacciones que utilizan Rham1PA como aldolasa. 
 
 
 
Estudio de la aplicabilidad sintética del sistema multi-
enzimático acoplado para la síntesis de enlaces C-C. 
El estudio de la aplicabilidad sintética del sistema multienzimático se realizó 
mediante el ensayo de dicho sistema con los enzimas Rham1PA y Fuc1PA y 
13 aldehídos representativos de una amplia diversidad estructural cuyas 
estructuras se encuentran recogidas en la figura 27. 
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Figura 27. Sistema multienzimático acoplado para la formación de enlaces C-C 
mediante reacción aldólica entre DHAP, generada in situ por fosforilación de DHA, 
y distintos aldehídos, catalizada por dos aldolasas dependientes de DHAP. 
 
Reacciones en un único paso (one-pot/one-step). 
Como primera aproximación, el sistema multienzimático se ensayó en una 
estrategia en un solo paso. Esta estrategia incluye desde el principio todos los 
componentes de la reacción enzimática en el medio de reacción, tanto los 
necesarios para la fosforilación de DHA como los necesarios para la reacción 
aldólica (Fig. 28). Los resultados obtenidos, que se encuentran resumidos en la 
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Tabla 8 para la Rham1PA y en la Tabla 9 para la Fuc1PA, se pueden agrupar 
en 3 categorías: 
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6 y 12 catalizadas por Fuc1PA. 
mática de la estrategia en un paso (one-pot/one 
 
uellos donde la fosforilación de la DHA fue casi completa (95-100%) pero 
rior al 90% o incluso donde 
da categoría, donde el sistema de fosforilación 
funcionó correctamente pero los rendimientos de formación de aldol fueron 
1). Aquellos en los que el sistema de fosforilación de la DHA funcionó 
correctamente, con un consumo de DHA entre el 95% y el 100%, y el 
porcentaje de formación de aldol fue de moderado a bueno (rendimiento 
superior al 25%). A esta categoría pertenecen las reacciones con los aldehídos 
1, 5, 9 y 12 catalizadas por Rham1PA y las reacciones con los aldehídos 1-3, 5, 
Figura 28. Representación esque
step).
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el rendimiento de formación de aldol fue de moderado a pobre (inferior al 25%). 
A esta categoría pertenecen las reacciones con los aldehídos 3, 6, 8, 10 y 13 
catalizadas por Rham1PA, mientras que ninguna de las reacciones catalizadas 
por Fuc1PA se pudo encuadrar en esta categoría. 
3). Aquellos donde la fosforilación de DHA fue infe
no tuvo lugar. A esta categoría pertenecen las reacciones con los aldehídos 2, 
4, 7 y 11 catalizadas por Rham1PA y las reacciones con los aldehídos 4, 7-11 y 
13 catalizadas por Fuc1PA. 
Los resultados de la segun
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A. 
Por ejemplo, la presencia del alcohol bencílico en la mezcla de reacción del 
aldehído solvente con los aldehídos 8 y 11 podría 
justificar los resultados obtenidos con estos compuestos. 
98.561.997.715.013
--99.054.012
99.09.976.25.611[ c ]
98.527.598.57.010
--96.039.09
99.031.799.011.08[ b ]
99.049.59.65.07[ a ]
99.019.898.08.06
--98.361.05
99.029.775.313.04
98.56.797.27.63
98.965.067.861.32
--95.083.01
Conversión DHA 
[%]
1a-13a
[%]
Conversión DHA
[%]
1a-13a
[%]Aldehído
s pasos
bajos, pueden ser debidos a que estos aldehídos sean pobres sustratos de la 
Rham1PA. Por otro lado, en los resultados de la tercera categoría, no sabemos 
si esos aldehídos son buenos sustratos o no, ya que lo que no ha funcionado 
ha sido el sistema de fosforilación. El no funcionamiento del sistema de 
fosforilación puede estar motivado por una interferencia de los propios 
aldehídos o de algún otro componente del medio de reacción con el sistema 
multienzimático, inhibiendo y/o inactivando a la DHAK o a la AK. 
Tabla 8. Resultados del sistema multienzimático utilizando Rham1P
Estrategia en doEstrategia en un paso
[a] El benzaldehído comercial se encuentra en una dilución al 50% en alcohol 
bencílico, lo que resulta en una concentración final en el medio de reacción del 
3.3%. 
[b] 10% DMSO. 
[c] 5% DMSO. 
7 o el uso de DMSO como co
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Buscando mejorar los resultados de las reacciones pertenecientes a esta 
tercera categoría, decidimos ensayar una estrategia de reacción en dos pasos. 
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Tabla 9. Resultados del sistema multienzimático utilizando Fuc1PA. 
[b] 10% DMSO. 
[c] 5% DMSO. 
Re
En la estrategia en dos pasos, al comienzo de la reacción sólo están presentes 
los componentes necesarios para la fosforilación enzimática de la DHA 
ta forma, se permite la 
acumulación de DHAP en el medio de reacción. Cuando la fosforilación de la 
97.917.048.721.013
--98.693.612
97.97.026.89.811[ c ]
94.416.057.411.010
97.930.05.05.09
97.913.055.315.08[ b ]
97.919.40.00.07[ a ]
--98.526.86
--93.227.35
97.913.027.710.84
--97.828.53
--97.673.02
--94.988.81
Conversión DHA
[%]
1b-13b
[%]
Conversión DHA 
[%]
1b-13b
[%]Aldehído
Estrategia en dos pasosEstrategia en un paso
[a] El benzaldehído comercial se encuentra en una dilución al 50% en alcohol 
benzílico, lo que resulta en una concentración final en el medio de reacción del 
3.3%. 
acciones en dos pasos (one-pot/two-steps). 
incluyendo el sistema de regeneración de ATP. De es
DHA supera el 90%, el pH se acidifica hasta 6.8 y se añaden el aldehído, la 
aldolasa y el Zn+2 para que, en un segundo paso, tenga lugar la adición 
aldólica. 
Los resultados obtenidos con Rham1PA se encuentran resumidos en la Tabla 8 
y los obtenidos con Fuc1PA en la Tabla 9. 
82 
Figura 29. t/two 
steps). 
aumento en la formación de aldol. Por ejemplo, en la reacción catalizada por la 
nidas, decidimos aplicarla también a las reacciones de la 
segunda categoría. En este caso, también se observó un aumento en la 
 Representación esquemática de la estrategia en dos pasos (one-po
El uso de esta estrategia en dos pasos nos permitió recuperar la funcionalidad 
del sistema multienzimático y, en la mayoría de los casos, se observó un 
Rham1PA con el aldehído 4 como aceptor, la formación del aldol aumentó del 
13% al 30%. En el caso de la reacción catalizada por la Fuc1PA con el 
aldehído 9 la formación de aldol pasó del 5% al 30%. También es destacable el 
resultado obtenido con el aldehído 7 como aceptor, donde la estrategia en un 
paso no funcionó con ninguna de las dos aldolasa mientras la estrategia en dos 
pasos dio una formación de aldol del 49.5% con Rham1PA y del 19.4 % con la 
Fuc1PA. En estas reacciones, en las que la estrategia en un único paso no era 
viable, la nueva estrategia en dos pasos permitió una notable mejoría en la 
formación de aldol. 
Inicialmente, esta estrategia se pensó para su aplicación únicamente a los 
aldehídos cuyas reacciones pertenecían a la tercera categoría, pero a la vista 
de las mejoras obte
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ldehídos de gran diversidad 
e fusión dihidroxiacetona quinasa – 
ructosa-1,6-bisfosfato aldolasa. 
crito en el 
conseguir su simplificación. La 
necesidad de trabajar con tres enzimas, con lo que esto supone tanto en 
materia de costes como desde un punto de vista operacional, puede 
formación de aldol. Por ejemplo, la reacción catalizada por la Rham1PA con el 
aldehído 13 como aceptor tuvo un incremento de formación de aldol del 15% al 
62%. Con los aldehído 8 y 10 los rendimientos de formación de aldol también 
aumentaron significativamente, en ambos casos el sistema en un paso generó 
un 10% de aldol que se vio incrementado al 32% y el 27.5%, respectivamente, 
con la estrategia en dos pasos. Estos resultados pueden ser debidos a la 
elevada concentración de DHAP en el medio de reacción, lo que puede 
conllevar un aumento en la velocidad de reacción. 
De los resultados presentados podemos concluir que el sistema 
multienzimático acoplado para la síntesis de enlaces C-C objeto de estudio en 
esta Tesis es un método robusto y de amplia aplicabilidad. No sólo es aplicable 
con diferentes aldolasas dependientes de DHAP y a
estructural, sino que la adaptación del sistema a las estrategias en uno o dos 
pasos le confiere una gran flexibilidad. Gracias a ello es posible su utilización 
bajo diversas condiciones de reacción, como por ejemplo el uso de cosolventes 
o de aldehídos que afecten a la actividad quinasa o que sean pobres sustratos 
de la aldolasa. 
 
B. Enzima d
f
Una vez demostrada la versatilidad del sistema multienzimático des
apartado anterior, nos planteamos el reto de 
representar un problema para su posible aplicación industrial (Asenjo y 
Andrews, 2008). La obtención de un enzima bifuncional quinasa-aldolasa 
permitiría tener ambas funciones en una única cadena polipeptídica, 
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Diseño del enzima bifuncional quinasa-aldolasa. 
os 
distintos elementos que formarán parte de la proteína quimérica como el orden 
Como componentes de esta enzima bifuncional fue necesario seleccionar una 
Para la función quinasa se seleccionó la dihidroxiacetona quinasa de C. freundii 
l sistema multienzimático (Sánchez-Moreno et al., 2004). El gen 
abaratando costes y simplificando la aplicación del sistema multienzimático. 
Además, la proximidad entre los centros catalíticos de la proteína de fusión 
puede verse reflejada en un aumento en la velocidad de la reacción global 
respecto a la reacción con los enzimas independientes (James y Viola, 2002). 
Diseño y obtención del enzima bifuncional quinasa-aldolasa. 
A la hora de diseñar un enzima de fusión resulta crítica la elección, tanto de l
en el que estos van a ser fusionados. 
dihidroxiacetona quinasa, una aldolasa dependiente de DHAP y una secuencia 
espaciadora. 
CECT 4626, ampliamente estudiada en nuestro grupo de investigación y 
disponible en nuestro laboratorio y que había demostrado ya su utilidad 
sintética en e
dhak de C. freundii CECT 4626 se encuentra clonado en nuestro laboratorio en 
el vector de expresión pRSET-A (Fig. 30). La proteína DHAK se sobreexpresa 
por inducción con IPTG, representando el 56% del total de la proteína soluble. 
La productividad del sistema de expresión es de 3195 U de actividad quinasa 
por litro de cultivo. Por otra parte, esta DHAK presenta una constante de 
especificidad kcat/KM para la DHA de 1.19 x 106 min-1 mM-1, el valor más alto 
descrito en bibliografía para una DHAK (Sánchez-Moreno et al., 2008b). 
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pRSET-dhak (4559 pb)
f1 ori
PT7PT7
Amprr
dhak6xH6xATGATG Ag EKRBSRBS STOPSTOP
Figura 30. Esquema de la construcción pRSET-dhak. 
 
La DHAK de C. freundii DSM 300401 ha sido cristalizada y su estructura es 
conocida (Siebold et al., 2003). Esta proteína está formada por dos 
subunidades idénticas. Cada subunidad presenta dos dominios 
estructuralmente independientes, un dominio K (N-terminal) donde se 
encuentra el sitio de unión de la DHA y un dominio L (C-terminal) donde se 
localiza el sitio de unión al ATP (Fig. 31). Estos dos dominios están conectados 
por una secuencia espaciadora. Los monómeros están orientados de manera 
que los dominios K y L de cada subunidad se encuentran enfrentados (Fig. 31). 
El dominio de unión al ATP presenta un plegamiento único entre las quinasas 
(Cheek et al., 2005) consistente en 8 α-hélices antiparalelas formando un 
bolsillo que incluye un fosfolípido fuertemente enlazado. Este fosfolípido 
mantiene la cabeza orientada hacia el exterior del bolsillo y se ha demostrado 
que no es esencial para la actividad de la quinasa. 
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1 Actualmente esta cepa está listada en el catálogo DSMZ bajo la especie C. braakii. 
Dom-L
Dom-K
Conector (C )Conector (C )
ATPMg2+
DHA
Figura 31. Estructura cristalográfica de la DHAK de C. freundii DSM 30040. Una 
de las subunidades está representada en gris y la otra en color. 
Para la función aldolasa se seleccionó la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa de S. 
carnosus. Se trata de una proteína monomérica (Brockamp y Kula, 1990a) y 
precisamente se seleccionó por esta razón. Como discutiremos más adelante, 
las aldolasas dependientes de DHAP suelen ser diméricas o tetraméricas y su 
fusión directa con una proteína dimérica como la quinasa seleccionada puede 
dar lugar a agregados macromoleculares inactivos (Bülow y Mosbach, 1991). 
Por otro lado, este enzima ya ha sido descrito en bibliografía (Brockamp y Kula, 
1990a) como una proteína muy estable frente al pH y la temperatura. Kula y 
colaboradores postulan que ambas estabilidades son efecto de su estructura 
monomérica y de una elevada capacidad de renaturalización. Además es una 
aldolasa de tipo I, lo que nos permite eliminar el metal divalente del medio de 
reacción. También tuvimos en cuenta que Staphylococcus carnosus en un 
organismo no patógeno.  
Para el diseño de la secuencia conectora se utilizó el programa LINKER 
(Crasto y Feng, 2000), que, en el momento en el que se diseñó la construcción 
de esta proteína, se encontraba disponible on-line (Xue et al., 2004). Para ello 
introdujimos como restricciones el número de aminoácidos de las proteínas a 
fusionar (600 la DHAK y 316 la FBPA), el número de aminoácidos de la 
secuencia conectora, la ausencia de aminoácidos cargados, polares, 
hidrofóbicos voluminosos o que pudieran formar puentes disulfuro (cys). De las 
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favoreciendo la reacción. 
s tres secuencias conectoras propuestas por el programa 
LINKER. La estructura 3D es la que adoptan estas secuencias en sus 
Co te, la DHAK de C. freundii DSM 30040 
 de la estructura cristalográfica de la FBPA de S. 
tres secuencias propuestas por el programa que cumplían los requisitos (Fig. 
32), se seleccionó el conector Gln-Gly-Gln-Gly-Gln por varias razones: (i) la 
correspondiente secuencia de DNA no introduce sitios de corte para las 
enzimas seleccionadas para la clonación (XhoI y NdeI); (ii) se trata de una 
secuencia muy flexible que esperamos que genere una estructura de random 
coil y que permita el correcto plegamiento independiente de las dos funciones; 
(iii) es una secuencia corta que esperamos que facilite la proximidad entre los 
centros activos de ambas funciones enzimáticas, ayudando a que la 
concentración efectiva de la DHAP en el entorno de la aldolasa sea alta, 
Figura 32. Estructura de la
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Gln Gln
GlnGly
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Thr
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Thr
Thr
correspondientes proteínas de origen. 
mo se ha comentado anteriormen
presenta un plegamiento en el extremo C-terminal con un bolsillo hidrofóbico. 
En este bolsillo se encuentra fuertemente unido un fosfolípido que, sin 
embargo, no es esencial para la actividad quinasa (Siebold et al., 2003), lo que 
puede indicar cierta flexibilidad en el plegamiento de este extremo. Esta posible 
flexibilidad en el plegamiento nos decidió a realizar la fusión por el extremo C-
terminal de la quinasa. 
Aunque no se dispone
carnosus, estudios de homología han permitido predecir una estructura similar 
a la de otras fructosa-1,6-bisfosfato aldolasas de estructura cristalina conocida 
(Zannetti et al., 1999). La fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa de músculo de 
88 
encia, a la hora de fijar el orden de la fusión, se decidió clonar los 
Figura 33. asa-aldolasa. 
Clonaje y sobreexpresión de la FBPA de S. carnosus. 
Con el fin de hacer estudios comparativos de la proteína bifuncional DLF con 
oniendo de los 
ó en el vector de 
a fracción de proteína soluble del 70% de proteína total con una 
pudo alcanzar un nivel de pureza del 95%. Como veremos más adelante, para 
conejo, RAMA, con la que tiene una homología del 45%, presenta el centro 
catalítico próximo al extremo C-terminal. En consecuencia, creímos que la 
fusión podía dañar menos la actividad enzimática si se realizaba por el extremo 
N-terminal. 
En consecu
genes de manera que la proteína quimera tuviera la función quinasa en el 
extremo N-terminal y la aldolasa en el extremo C-terminal, quedando una 
construcción quinasa-L-aldolasa como se muestra en la figura 33. 
DHAK
DHAK
FBPA
FBPA
 Representación esquemática de la proteína de fusión quin
las proteínas silvestres fue necesario clonar la FBPA. Disp
enzimas silvestres, pudimos abordar el estudio del efecto de la fusión protéica 
sobre la estructura y actividad de la nueva enzima quimera. 
El gen fda de S. carnosus (891 pb), codificante de la proteína FBPA, se 
amplificó de manera específica mediante PCR y se clon
expresión pET-28b(+) utilizando como hospedador la cepa BL21(DE3) de E. 
coli (Fig. 34A). 
La expresión de proteínas inducida por IPTG nos permitió, una sobreexpresión 
de la FBPA en l
productividad de 1130 U FBPA por litro de cultivo (Fig. 34B). Inicialmente, la 
FBPA se purificó en un único paso por IMAC con elución por imidazol. Así, se 
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Par todo de los 4 
ción de un gen de 
fusión mediante dos etapas de PCR (Fig. 35). 
hoI (en el extremo 3’ de fda). En 
e fusionar ambos fragmentos gracias a la 
(kDa)
CFE
FBPA
35.02 kDA
utilizar la FBPA en síntesis, fue necesario introducir un segundo paso de 
purificación mediante exclusión molecular. 
PM
Figura 34. (A) Esquema de las construcciones pET-fda y pET-dhak-l-fda; (B) 
SDS-PAGE de la sobreexpresión y purificación del enzima FBPA. 
Clonaje y sobreexpresión de la proteína de fusión. 
a la construcción del enzima de fusión DLF se utilizó el mé
primers (Horton et al., 1989), que nos permite la construc
En un primer paso de PCR se amplificaron por separado los genes dhak de C. 
freundii y fda de S. carnosus incorporando dianas de corte para las enzimas de 
restricción NdeI (en el extremo 5’ de dhak) y X
los extremos 3’ de dhak y 5’ de fda se introdujeron las secuencias 
correspondientes al linker. 
Para la segunda etapa de PCR se utilizaron como molde de DNA los 
fragmentos dhak-l (1671 pb) y l-fda (906 pb) amplificados en el primer paso. En 
esta etapa se consigu
complementariedad del conector. 
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116.0
45.0
35.0
18.4
25.0
Purificado
IMAC
pET-28b(+) (5369 pb)
f1 ori
PT7T7
Kanrr
6xH6xATGTA Ag EKRBSRBS STOP
NdeI XhoI
fdaf 891 pb
A B
dhak-l-fda-l-f 2562 pb
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eta
con ite amplificar exclusivamente el 
dhak y fda y que contiene la secuencia del brazo espaciador y la secuencia 
Primers
NdeI
Figura 35. Esquema de amplificación del gen de fusión dhak-l-fda en dos pasos 
de PCR mediante el método de los 4 primers. 
En la figura 36 se muestran los 3 fragmentos de DNA amplificados en las dos
pas de PCR, además se puede observar la especificidad lograda con las 
diciones de PCR ensayadas, que perm
fragmento de interés. La construcción de fusión dhak-l-fda (2565 pb) se clonó 
en el plásmido de expresión pET-28b(+) entre las dianas de los enzimas de 
corte XhoI y NdeI utilizando como hospedador E. coli BL21(DE3) (Fig. 34A). El 
gen de fusión dhak-l-fda se secuenció íntegramente, para ello fue necesario 
diseñar tres oligos de secuenciación, uno específico de secuenciación de pET-
28b(+) y dos más de la zona intermedia del gen de fusión. Así, pudimos 
comprobar que la secuencia se correspondía con la esperada para los genes 
4
1
XhoI
3
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2
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5´3´
NdeI5´ 3´
5´ 3´
5´3´
5´3´
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5´ 3´
Linker
5´ 3´
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PCR 1
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5´ 3´
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5´ 3´
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1 4
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correspondiente a la cola de 6 histidinas introducida por el vector de expresión 
en el extremo N-terminal. 
Marcador 
(pb) l-fda dhak-l dhak-l-fda
906 pb
1671 pb
2562 pb
2500
2000
1500
1000
750
3000
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Figura 36. s de amplificación por 
PCR de las dos etapas 
La expresión de proteínas 
eína total con una 
pro
1:3) (Fig. 37). Como en el c  purificó inicialmente en 
 
 Electroforesis en gel de agarosa de los producto
del método de los 4 primers. 
inducida por IPTG nos permitió, una sobreexpresión 
de la DLF en la fracción de proteína soluble del 75% de prot
ductividad de 135 U quinasa y 425 U aldolasa por litro de cultivo (relación 
aso de la FBPA, la DLF se
un único paso por IMAC con elución por imidazol. Así, se pudo alcanzar un 
nivel de pureza del 95%. Como veremos más adelante, para utilizar la DLF en 
síntesis, fue necesario introducir un segundo paso de purificación de FPLC con 
exclusión molecular. 
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66.2
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DLF
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92 
igura 37. SDS-PAGE de la sobreexpresión y purificación del enzima de fusión DLF. 
Estructura primaria. 
Primeramente se procedió a la realización del análisis de aminoácidos de las 
inar el coeficiente 
de extinción molar experimental y, por otro lado, aplicarlo como primera 
Las muestras de proteína pura se prepararon conteniendo entre 5-10 μg de 
e Investigaciones Biológicas 
F
Caracterización estructural del enzima de fusión. 
tres proteínas (DHAK, FBPA y DLF) para, por un lado, determ
herramienta de identificación de estas proteínas. 
proteína calculados utilizando los coeficientes de extinción molar teóricos 
(ε280 =40330, 10430 y 37610 M-1 cm-1 para DHAK , FBPA y DLF 
respectivamente). Estas muestras fueron analizadas por triplicado por el 
Servicio de Química de Proteínas del Centro d
(CSIC), donde hidrolizaron las proteínas y la separación de los distintos 
aminoácidos se realizó mediante cromatografía de intercambio catiónico y con 
derivatización postcolumna con ninhidrina. 
En la tabla 10 se muestra el número de aminoácidos teóricos en función de la 
secuencia esperada y el número de aminoácidos determinados 
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 del coeficiente de extinción molar, 
eterminar los coeficientes de extinción molar experimentales como las 
pendientes de dichas rectas de calibrado. Como se muestra en la figura 38, los 
38.7 ± 0.6348.0 ± 1.01027.3 ± 0.624Pro
38.0 ± 0.0349.7 ± 1.21027.0 ± 0.028Arg
35.3 ± 0.64227.7 ± 2.12818.0 ± 0.015Lys
27.3 ± 1.2238.3 ± 0.6913.0 ± 0.021His
26.0 ± 0.028 11.7 ± 1.21118.0 ± 0.017Phe
15.0 ± 0.0147.7 ± 0.679.0 ± 0.09Tyr
91.7 ± 0.68927.7 ± 1.22768.3 ± 0.664Leu
43.0 ± 0.05420.0 ± 1.02525.7 ± 0.631Ile
23.3 ± 0.6237.3 ± 0.6817.0 ± 0.020Met
56.0 ± 1.76020.7 ± 1.21940.0 ± 1.041Val
3.5 ± 0.75--4.0 ± 1.06Cys
105.3 ± 0.610228.0 ± 1.02980.7 ± 0.674Ala
78.0 ± 1.07222.7 ± 2.12155.7 ± 0.656Gly
95.7 ± 0.69645.7 ± 2.34360.3 ± 1.254Glu
.0 ± 0.0S
43.0 ± 0.0409.3 ± 0.6933.7 ± 0.632Thr
experimentalmente. En las tres proteínas analizadas se observa una buena 
correlación entre los datos experimentales y los teóricos, lo que confirma la 
identidad de las proteínas. Para el cálculo
sólo se consideraron aquellos aminoácidos cuyo número determinado 
experimentalmente se desviaba menos de 3 unidades respecto al valor teórico. 
Tabla 10. Análisis de aminoácidos de las proteínas DHAK, FBPA y DLF.  
88.3 ± 0.69141.7 ± 1.54156.7 ± 0.656Asp
Nº aa
experimentales
Nº aa
teóricos
Nº aa
experimentales
Nº aa
teóricos
Nº aa
experimentales
Nº aa
teóricos
Aminoácido
DLFFBPADHAK
666221.3 ± 2.11945.3 ± 0.647er
 
Con las mismas muestras que se utilizaron para el análisis de aminoácidos se 
realizaron rectas de calibrado para absorbancias comprendidas entre 0.05 y 0.5 
unidades de absorbancia a 280 nm. De este modo, con las concentraciones 
corregidas de acuerdo a los resultados del análisis de aminoácidos, pudimos 
d
94 
molar experimental de las proteínas DHAK, FBPA y DLF. 
sina a 37ºC 
dur
esp /z =800-3600 de los 
DLF:  
Abs = 77928 [DLF] - 0.0035 ; R2 = 0.9996
0.0 3.0x10-6 6.0x10-6 9.0x10-6 1.2x10-5
0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
valores obtenidos de ε280  fueron 35599, 46292 y 77928 M-1 cm-1 para DHAK, 
FBPA y DLF respectivamente. A la vista de estos resultados se puede 
comprobar que la tendencia habitual de utilizar los coeficientes de extinción 
molar teóricos para los cálculos de concentración de proteína lleva a un 
resultado erróneo que, en nuestro caso, supondría una sobrestimación en la 
concentración del doble para la DLF y de 4.4 veces para la FBPA. 
Figura 38. Rectas de calibrado que permiten calcular el coeficiente de extinción 
Como segunda herramienta de identificación de las tres proteínas, se realizó un 
análisis de sus huellas peptídicas a partir de las correspondientes bandas de 
los geles de SDS-PAGE en la Unidad de Proteómica del Centro Nacional de 
Biotecnología (CSIC). Las distintas muestras se digirieron con trip
ante una noche. La huella peptídica se genera por análisis por 
ectrometría de masas MALDI-TOF en el rango m
péptidos generados tras la digestión del enzima. La comparación de la 
secuencia de estos péptidos con las bases de datos fue realizada con el 
programa MASCOT (Perkins et al., 1999). 
La huella peptídica correspondiente a la muestra de DHAK permitió la 
identificación de 29 péptidos que cubren la mayor parte de la secuencia de 
aminoácidos de la proteína DHAK de C. freundii que figura en las bases de 
DHAK:  
Abs = 35599 [DHAK] + 0.0507 ; R2 = 0.9973
FBPA:  
Abs = 46292 [FBPA] + 0.0067 ; R2 = 0.9998
A
bs
 (2
80
nm
)
Concentración (M)
A
bs
 (2
80
nm
)
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ue figura en las bases de datos (Fig. 
datos (Fig. 39B). En el caso de la FBPA, la huella peptídica permitió la 
identificación de 20 péptidos que también cubren la mayor parte de la 
secuencia de aminoácidos de la proteína q
40B). 
Figura 39. Huella peptídica de la DHAK; (A) cromatograma de la huella peptídica; 
(B) secuencia de la DHAK. Los péptidos identificados están sombreados. 
La huella peptídica de la muestra correspondiente a la DLF permitió la 
identificación de 20 péptidos que cubren únicamente la parte de la secuencia 
correspondiente a la función quinasa que figura en las bases de datos. Sin 
embargo, quedaban un número significativo de péptidos sin asignar en la 
A
B MSQFFFNQRTHLVSDVIDGTIIASPWNNLARLESDPAIRIVVRRDLNKNNVAVISGGGSGHEPAHVGFIGKGML
TAAVCGDVFASPSVDAVLTAIQAVTGEAGCLLIVKNYTGDRLNFGLAAEKARRLGYNVEMLIVGDDISLPDNKH
PRGIAGTILVHKIAGYFAERGYNLATVLREAQYAANNTFSLGVALSSCHLPQEADAAPRHHPGHAELGMGIHGE
PGASVIDTQNSAQVVNLMVDKLMAALPETGRLAVMINNLGGVSVAEMAIITRELASSPLHPRIDWLIGPASLVT
ALDMKSFSLTAIVLEESIEKALLTEVETSNWPTPVPPREISCVPSSQRSARVEFQPSANAMVAGIVELVTTTLS
DLETHLNALDAKVGDGDTGSTFAAGAREIASLLHRQQLPLDNLATLFALIGERLTVVMGGSSGVLMSIFFTAAG
QKLEQGASVAESLNTGLAQMKFYGGADEGDRTMIDALQPALTSLLTQPQNLQAAFDAAQAGAERTCLSSKANAG
RASYLSSESLLGNMDPGAHAVAMVFKALAESELG 
1073.5524 
2392.2915
900.4873 2674.4127 
1668.8420 2361.2643 
2595.32461916.0885 
926.5010 
1006.5968
3188.41501058.5799
2172.2123
1106.6375 
1843.03492007.0609
1381.6885 
938.5635
2012.1120
1947.0142 
1086.5210
3454.5743
96 
da. Éstos fueron enfrentados con la secuencia de la FBPA con la 
her
her tenidas 
búsque
ramienta FindMod de Expasy (http://www.expasy.ch/tools/findmod/). Esta 
ramienta permite comparar las masas de péptidos ob
experimentalmente con las masas de los péptidos calculados por el programa 
para una secuencia teórica introducida. 
construcción en pET-28b(+). En la secuencia de DNA sí están correctamente 
A
Figura 40. Huella peptídica de la FBPA; (A) cromatograma de la huella peptídica; 
(B) secuencia de la FBPA. Los péptidos identificados están sombreados. 
Así, se pudo comprobar que 13 de los péptidos que no habían sido 
identificados se correspondían con péptidos esperados para la FBPA de S. 
carnosus (Fig. 41B). En este caso, la huella peptídica no reconoce la secuencia 
inicial de nuestra proteína de fusión, pero sí hemos podido comprobarla en la 
secuencia de DNA, ya que el gen de fusión está secuenciado en su 
B MNQEQFDKIKNGKGFIAALDQSGGSTPKALKDYGVEENEYSNDEEMFNLVHDMRTRIITSPAFNGEKILGAILF
EQTMDREVEGKYTGSYLADKGIVPFLKVDKGLAEEADGVQLMKPIPDLDKLLDRANERGIFGTKMRSNILENNK
EAIEKVVKQQFEVAKEIIAAGLVPIIEPEVNINAKDKEAIEANLAEAIKAELDNLKKDQYVMLKLTIPTKVNAY
SELIEHPQVIRVVALSGGYSRDEANKILKQNDGLIASFSRALVSDLNAQQSDAEFNEKLQEAIDTIFDASVNKA 
1447.7069 1175.6061 1521.7459
2064.0338 
1016.4390 
772.4547 
2496.2549
2154.0669
1501.7404 
848.3981 
1513.7774 911.3854 1766.8985 1564.7552 
1007.5222 1206.5857
1977.9019
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sec
también hemos podido comprobar los 5 tr
 
Figura 41. Huella peptídica de la DLF; (A) cromatograma de la huella peptídica; (B) 
secuencia de la DLF. Los péptidos identificados están sombreados y señalada en 
amarillo la secuencia del brazo espaciador. 
uenciados los 20 tripletes de la zona de la cola de histidinas y además, 
ipletes de la secuencia conectora. 
A
B SQFFFNQRTHLVSDVIDGTIIASPWNNLARLESDPAIRIVVRRDLNKNNVAVISGGGSGHEPAHVGFIGKGMLT
AAVCGDVFASPSVDAVLTAIQAVTGEAGCLLIVKNYTGDRLNFGLAAEKARRLGYNVEMLIVGDDISLPDNKHP
RGIAGTILVHKIAGYFAERGYNLATVLREAQYAANNTFSLGVALSSCHLPQEADAAPRHHPGHAELGMGIHGEP
GASVIDTQNSAQVVNLMVDKLMAALPETGRLAVMINNLGGVSVAEMAIITRELASSPLHPRIDWLIGPASLVTA
LDMKSFSLTAIVLEESIEKALLTEVETSNWPTPVPPREISCVPSSQRSARVEFQPSANAMVAGIVELVTTTLSD
LETHLNALDAKVGDGDTGSTFAAGAREIASLLHRQQLPLDNLATLFALIGERLTVVMGGSSGVLMSIFFTAAGQ
KLEQGASVAESLNTGLAQMKFYGGADEGDRTMIDALQPALTSLLTQPQNLQAAFDAAQAGAERTCLSSKANAGR
ASYLSSESLLGNMDPGAHAVAMVFKALAESELGQGQGQNQEQFDKIKNGKGFIAALDQSGGSTPKALKDYGVEE
NEYSNDEEMFNLVHDMRTRIITSPAFNGEKILGAILFEQTMDREVEGKYTGSYLADKGIVPFLKVDKGLAEEAD
GVQLMKPIPDLDKLLDRANERGIFGTKMRSNILENNKEAIEKVVKQQFEVAKEIIAAGLVPIIEPEVNINAKDK
EAIEANLAEAIKAELDNLKKDQYVMLKLTIPTKVNAYSELIEHPQVIRVVALSGGYSRDEANKILKQNDGLIAS
FSRALVSDLNAQQSDAEFNEKLQEAIDTIFDASVNKA 
1204.5004 
2392.1195
926.4219 
938.4716
1006.50481008.4979 
1058.4949
1106.5243 
1086.4090
1189.5472
1381.5256 
1668.7333
1946.8170
2006.9221
2203.9716 
2220.9344 
2595.0438 
1008.5472 
1176.6259
1207.6065
1501.7856
1506.7984
1734 8908
1767.93881978.9352 
2049.0684
2139.1001 
2835.1508 
Estructura secundaria. 
La estructura secundaria de una proteína se puede estudiar mediante 
espectroscopía de dicroísmo circular en el ultravioleta lejano (190-250 nm), 
donde el cromóforo objeto de estudio es el enlace peptídico y la señal es 
dependiente del plegamiento. Como se puede observar en la figura 42, las 
estructuras de α-hélice, β-lámina y random coil presentan espectros de DC 
característicos en forma e intensidad. Así, los espectros de DC de una 
estructura predominantemente α-hélice se caracterizan por tener dos mínimos 
de intensidad a 222 y 208 nm y un máximo a 192 nm. Cuando la estructura es 
predominantemente β-lámina presenta un mínimo a 215 nm y un máximo a 198 
nm. Cuando la proteína se muestra mayoritariamente como random coil el 
espectro de DC presenta un máximo a 212 nm y un mínimo a 195 nm. 
98 
n del UV-lejano para una cadena de poli-
intas: α-hélice (a pH 10.8), β-lámina (a 
tar a 52ºC y volver a enfriar ) y random coil (a pH 7.0). 
Figura 42. Espectros de DC en la regió
lisinas, (Lys)n, en tres conformaciones dist
pH 11.1 después de calen
Para el estudio de la estructura secundaria de las tres proteínas (DHAK, FBPA 
y DLF), los espectros de DC se llevaron a cabo en la región del ultravioleta 
lejano (195-240 nm) a temperatura constante de 20ºC. Cada espectro es una 
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ircular y 
estructura secundaria están analizados entre 190-240 nm. 
El análisis tura secundaria obtenidos para las 
proteínas DHAK, FBPA y DL elación entre los 
datos experimentales y el ajuste teórico para las tres proteínas (Fig. 43). 
Además, el resultado de los tres programas es similar, de modo que se puede 
considerar como resultado gener espondiente desviación 
estándar. 
Los espectr  presentaron dos mínimos en la señal 
a ~208 y ~ uctura secundaria mayoritaria de α-
hélic  la estructura secundaria 
determina un 41.4 ± 0.95 % de ordante con la 
estructura cristalográfica conocida par oforma DHAK DSM 30040 (Siebold 
et a
Los n 
media de cuatro registros y a todos ellos se les restó el correspondiente blanco. 
Todos los espectros se trataron y suavizaron con el programa informático 
Jasco Spectra Analysis. 
El análisis de los espectros de dicroísmo circular se realizó con el paquete 
informático CDPro, compuesto por tres programas de cálculo: CONTIN, 
SELCON3 y CDSSTR (Sreerama y Woody, 2000). Para ello se utilizó el 
conjunto de proteínas de referencia nº4 de dicho paquete informático, 
compuesto por 43 proteínas solubles cuyos espectros de dicroísmo c
 de los resultados de estruc
F permite comprobar la buena corr
al la media con su corr
os de la DHAK (Fig. 43A, 1-3)
222 nm, indicativos de una estr
e. El cálculo con CDPro de la contribución a
α-hélice, resultado conc
a la is
l., 2003). 
 espectros de la FBPA (Fig. 43B, 1-3) presentaron también u
comportamiento característico de α-hélice, con dos mínimos en la señal a ~208 
y ~222 nm. En este caso, la señal de dicroísmo es más intensa y los mínimos 
están más marcados, por lo que la contribución de la estructura en α-hélice es 
mayor que para la DHAK. Así, el cálculo de la contribución de los distintos 
elementos de estructura secundaria da un 67.2 ± 3.16 % de α-hélice. 
100 
los ajustes 
de los espectros teóricos calculados con (1) CONTIN, (2) SELCON3 (3) CDSSTR 
A partir de los resultados obtenidos para las proteínas independientes, se 
puede calcular la composición estructural de una mezcla 1:1 (mol:mol) de 
DHAK y FBPA, que debería coincidir con la composición de la proteína DLF si 
la fusión no ejerciera ningún efecto en el plegamiento de cada uno de las 
proteínas (ec 1). 
Figura 43. Espectros de DC a 20ºC de (A) DHAK; (B) FBPA; (C) DLF. Los puntos 
representan los datos experimentales y las líneas continuas muestran 
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DLF
FBPAFBPADHAKDHAK
DLF PM
PMPM ** ψψψ +=   ec.1 
donde:  
ψ es un elemento estructural (α-hélice, β-lámina, ramdon coil o unrd). 
PM es el peso molecular de la proteína correspondiente. 
En este caso ideal, la composición en α-hélice de la mezcla 1:1 teórica sería de 
un 53.39%  
Los espectros de la DLF (Fig. 43C, 1-3) presentaron un comportamiento típico 
de α-hélice, con dos mínimos en la señal a ~208 y ~222 nm. En este caso, la 
intensidad de la señal fue, como esperábamos, intermedia a la obtenida para 
las dos enzimas analizadas independientemente. Sin embargo, la proteína de 
fusión DLF presenta un 46.2 ± 1.81 % de α-hélice, un valor ligeramente menor 
que el calculado anteriormente para una mezcla 1:1 de las proteínas silvestres. 
Para poder determinar si esta diferencia se debe al efecto de la fusión o a una 
interacción debida a la presencia de ambas proteínas en la misma muestra, se 
procedió a analizar la estructura secundaria de una mezcla 1:1 DHAK/FBPA 
(mol:mol). Nuevamente, como se puede observar en la figura 44, los espectros 
de esta muestra también presentan el comportamiento típico de α-hélice, con 
los dos mínimos de elipticidad a ~208 y ~222 nm. El resultado experimental 
obtenido para esta mezcla fue de un 52.7 ± 2.50% de α-hélice, valor que se 
ajusta mucho mejor al dato calculado a partir de las estructuras de las 
pro
elem
valores para los diferentes elementos de estructura secundaria de: 10.86% β-
teínas aisladas (Ec. 1). Esta correlación se mantiene para el resto de 
entos estructurales calculados según la ecuación 1, obteniéndose unos 
lámina, 15.72% giro, 25.75% unrd. 
 
 
 
102 
e caso los aumentos son más modestos (1 
 1.5%, respectivamente). 
00 210 220 230 240
-12500
25000
Figura 44. Espectros de DC a 20ºC de una mezcla 1:1 DHAK:FBPA. Los puntos 
representan los datos experimentales y las líneas continuas muestran los ajustes 
de los espectros teóricos calculados con (1) CONTIN, (2) SELCON3 (3) CDSSTR. 
 
A la vista de la buena correlación existente entre los datos teóricos y 
experimentales de la mezcla 1:1 DHAK:FBPA podemos determinar que la 
diferencia entre la proteína de fusión y la mezcla DHAK:FBPA es debida a la 
fusión y no a interacciones generadas por la presencia de las dos proteínas en 
la misma muestra. 
Por lo tanto, podemos concluir que la unión covalente de las dos proteínas 
promueve cambios en la estructura secundaria de la proteína de fusión (Tabla 
11). Esta fusión provoca una disminución de 6 puntos en el porcentaje de α-
hélice con respecto a lo esperado en una mezcla 1:1. Esta disminución en el 
contenido de α-hélice está acompañada de un aumento significativo del 
porcentaje de β-lámina, que en lugar de ser el 8.3% obtenido para la mezcla 
1:1, es de un 11.2% en el enzima de fusión. También aumentan en el enzima 
de fusión, con respecto a los valores esperados, el porcentaje de giro y de 
estructura sin orden, aunque en est
y
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Tabla 11. Resumen de los resultados de los cuatro elementos estructurales 
analizados por el paquete CDPro para las proteínas DHAK, FBPA y DLF y para 
una muestra que contiene una mezcla 1:1 DHAK:FBPA (mol:mol).  
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Est
 de las proteínas DHAK, FBPA y DLF se 
amento de Química-Física de 
Macromoléculas Biológicas del Instituto de Química-Física “Rocasolano” del 
El equilibrio de sedimentación de la DHAK nos dio una masa molecular 
11.2 ± 0.98
5.0 ± 2.80
13.2 ± 0.93
% β-LÁMINA
16.2 ± 0.65
11.4 ± 3.05
16.8 ± 0.46
% GIRO
26.0 ± 1.54 
17.4 ± 4.20
28.2 ± 1.95
% UNRD
93385.046.2 ± 1.81DLF
35014.667.2 ± 3.16FBPA
63638.241.4 ± 0.95DHAK
PM (Da)% α-HÉLICEPROTEÍNA
-24.7 ± 1.8015.0 ± 1.338.3 ± 0.4652.7 ± 2.50Mezcla 1:1
 
ructura cuaternaria. 
El estudio de la estructura cuaternaria
realizó mediante equilibrio de sedimentación. 
Las muestras de proteína para la ultracentrifugación se prepararon en agua a 
pH 7.5 con una absorbancia final a 280 nm entre 0.1-1 uA. Las muestras fueron 
analizadas por triplicado en el depart
CSIC, en una centrífuga analítica con detección UV-VIS. 
aparente dependiente de la velocidad de centrifugación (Fig. 45). Este 
comportamiento tiene lugar cuando existen fenómenos de agregación. 
Además, este comportamiento no ideal también puede deberse a la estructura 
peculiar de la DHAK, que presenta un fosfolípido unido al dominio L de unión a 
ATP (Siebold et al., 2003). 
104 
Par
centrifugación y el peso molec
 no 
es 
entación, al igual que 
El estudio de la estabilidad térmica del enzima bifuncional se ha realizado tanto 
desde un punto de vista estructural como funcional. 
El estudio del efecto la temperatura sobre la estructura secundaria se realizó 
por dicroísmo circular mediante un barrido de temperatura entre 20 y 90 ºC 
2.5 3.0
2
3
4
a la FBPA, el comportamiento fue independiente de la velocidad de 
ular aparente se correspondía con el del 
monómero (Fig. 45). La estructura cristalográfica de la FBPA de S. carnosus
está descrita, pero mediante electroforesis en condiciones no desnaturalizant
ya se había determinado su estructura monomérica (Brockamp y Kula, 1990a). 
Figura 45. Equilibrio de sedimentación de las proteínas DHAK, FBPA, DLF.  
Para la DLF, según la fusión que hemos realizado, esperábamos encontrar el 
comportamiento de un dímero. El equilibrio de sedimentación nos dio un 
comportamiento independiente de la velocidad de sedim
la FBPA, cuya masa molecular aparente fue la correspondiente al dímero 
esperado (Fig. 45). En este caso, con la fusión a la aldolasa, desaparecen los 
fenómenos de agregación que se habían detectado en la DHAK nativa. 
Estudio de la estabilidad térmica del enzima de fusión. 
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modelo de dos estados en el proceso de desnaturalización. Este modelo se 
 
registrando la señal de dicroísmo a 222 nm, con un incremento de temperatura 
de 40ºC/h. Además, el barrido se detuvo a determinadas temperaturas para 
realizar espectros de estructura secundaria en la región del ultravioleta lejano 
(195-240 nm) a temperatura constante. 
Las curvas de desnaturalización térmica se pueden analizar suponiendo un
ajusta a la ecuación 2 (Mayr et al., 1993): 
)15.273(*)15.273(*98.1
)(
exp1
*)()(
)*( 000
M
MD
ND
D
TX
TXH
XmmND
XmDY
++
−+
−+−−+=           ec. 2 
donde: 
D0 es el valor de la señal de DC (en mdeg) del estado desnaturalizado a 
T=0ºC 
mD es la pendiente del estado desnaturalizado 
N  es el valor de la señal de DC (en mdeg) del estado nativo a T=0ºC 
TM es la temperatura (en ºC) del punto de inflexión de la transición 
ca una 
cooperatividad en el plegamiento entre dichos dominios. Una vez que la 
 a enfriar 
 
estructura en dichas condiciones. Una vez alcanzada la temperatura se 
sí, bajo estas condiciones 
0
mN es la pendiente del estado nativo 
HD es la entalpía van’t Hoff asociada al proceso de desnaturalización a 
T=TM. 
La DHAK presentó un comportamiento que se ajusta a un modelo de transición 
en dos estados donde la TM resultó ser de 49.91 ± 0.09ºC (Fig. 46A). 
Este comportamiento de transición en un paso en una proteína con dos 
dominios estructuralmente diferenciados (Siebold et al., 2003) indi
muestra de DHAK desnaturalizada alcanzó los 90 ºC, se procedió
dicha muestra a 20 ºC para determinar la capacidad de recuperación de la
procedió a registrar el espectro de dicroísmo en la región del ultravioleta lejano 
(195-240 nm) a temperatura constante de 20 ºC. A
ensayadas, la DHAK recupera solamente un 51.5% de la estructura secundaria 
original (Fig. 46B). 
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Figura 46. DHAK (A) Desnaturalización térmica. Los datos experimentales están 
representados en negro mientras que el ajuste a la ecuación 2 está representado 
(B) Reversibilidad de la desnaturalización. 
En el 
monomérica, los datos experimentales no se ajustan a una desnaturalización 
de dos tar 
los datos experimentales a la ecuación 2 nos da una T  de 40.93 ± 0.51ºC. 
Este d
previamente descrito en bibliografía (Brockamp y Kula, 1990a). 
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en rojo; 
caso de la FBPA, cuya estructura cuaternaria ya hemos visto que es 
 estados con una única transición (Fig. 47A). Así, si intentamos ajus
M
ato no concuerda con el comportamiento termoestable de la FBPA 
Sin embargo, si consideramos los datos experimentales divididos en dos 
tramos y ajustamos cada uno a una desnaturalización de una transición,
obtenemos dos temperaturas de desnaturalización para la FBPA, 42.35 ± 
0.95ºC y 71.62 ± 4.34ºC (Fig.47 B-C). Dado que la FBPA está descrita en 
bibliografía como termoestable, la primera transición debería tratarse de un 
cambio conformacional que no afecte al centro activo de la proteína. 
 
 
 
-18
-16
-14
-12
 
C
D
 (m
de
g)
 
T (ºC)
A B
22500
TM = 49.91 ± 0.09 ºC
7500
190 200 210 220
-15000
-7500
0
15000
230 240
  c
m
2  d
m
ol
 
[Θ
] M
RW
 (d
eg
-1
)
λ (nm)
 T20
 T90
 REV
 
C
D
 (m
de
g)
  c
m
2  d
m
ol
[Θ
] M
RW
 (d
eg
-1
)
Resultados     
 
107 
 un 
 que este 
arámetro se puede emplear para la comparación de estabilidad de distintas 
proteínas (Kelly y Price, 1997) lo calculamos también para la DHAK. Como se 
e en la figura 48, esta T05 es de 54.9 ºC para la FBPA, significativamente 
ayor que la T05 de 48.7 ºC calculada para la DHAK. 
Figura 47. FBPA: Desnaturalización térmica. (A) Ajuste en una transición en
20 30 40 50 60
-32
solo paso; (B-C) Ajuste dividido en dos tramos. En los tres casos los datos 
experimentales están representados en negro mientras que el ajuste a la Ec. 2 
está representado en rojo. 
Dado que los ajustes de la desnaturalización de la FBPA a la ecuación 2 no 
son demasiado buenos, ya que predicen una TM demasiado baja para una 
proteína termoestable, decidimos estudiar la estabilidad de la FBPA mediante 
la representación de la fracción de proteína desplegada, fU o “fraction of 
unfolding”, que nos permite determinar la temperatura a la cual se produce el 
50% del desplegamiento (Wong y Tanford, 1973). Además, dado
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e 
 
Al 
utili
92.1% de la estructura original al enfriar la muestra (Fig. 49). Este resultado 
explica a nivel estructural la termoestabilidad funcional anteriormente descrita 
Además, también se puede observar cómo la desnaturalización de la FBPA s
produce de una manera gradual, mientras que la DHAK presenta una transición 
mucho más brusca. En el caso de la DHAK podemos comprobar una buena 
correlación en las temperaturas calculadas por los dos métodos. 
Figura 48. Representación de la fracción de proteína desnaturalizada, fU, frente a
la temperatura para las proteínas aisladas DHAK y FBPA. 
20 40 60 80 100
0.00
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1.00  DHAK
ensayar la reversibilidad de la FBPA en las mismas condiciones que se 
zaron para la DHAK, pudimos comprobar que la FBPA recupera hasta un 
para este enzima (Brockamp y Kula, 1990a). 
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Figura 49. Reversibilidad de la desnaturalización térmica de la FBPA. 
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dominios de plegamiento estructuralmente independientes (dos de la quinasa y 
el otro de la aldolasa), los datos experimentales se ajustan a una 
 el resultado del 
ajuste da una T portamiento rápido y en 
atividad en el 
 
respondientes 
proteínas nativas, liger
la TM
Al ensayar como en los casos 
anteriores pudimos c
uy similar a la 
DH
Figura 50. DLF (A) Desnaturalización térmica. Los datos experimentales están 
representados en negro mientras que el ajuste a la ec. 2 está representado en 
rojo; (B) Reversibilidad de la desnaturalización.  
Con el fin de determinar si la unión covalente de las dos proteínas ejercía un 
efecto sobre la estabilidad térmica de modo similar a como habíamos 
comprobado que lo ejercía sobre la estructura secundaria, estudiamos el 
20 40 60 80 100
-30
En el caso de la DLF, que es un dímero que, en principio, podría tener tres 
(Fig. 50B). En este caso la DLF presenta un comportamiento m
desnaturalización de dos estados con una transición rápida y
M de 51.78 ± 0.25 ºC (Fig. 50A). Su com
un paso durante la desnaturalización hace pensar en una cooper
plegamiento entre los distintos dominios. Además, se observa que la DLF
presenta una temperatura de fusión intermedia a las cor
amente superior a la TM de la DHAK aunque menor que 
 de la segunda transición de la FBPA. 
 la reversibilidad de la proteína de fusión 
omprobar que la DLF recupera un 54.1% de la estructura 
AK, lejos de la recuperación casi completa de la estructura de la aldolasa. 
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cla 1:1 de DHAK y FBPA 
daría una recuperación del 69.6% de la estructura (ec.1). 
exp
de 
estructura tras la desnaturalización de una muestra 1:1 DHAK:FBPA. Así, 
20 40 60 80 100
-35
-30
-25
comportamiento de la estructura frente a la temperatura para una mezcla 1:1 
de DHAK y FBPA (Fig. 51). 
En este caso obtuvimos una temperatura de fusión de 44.23 ± 0.51 ºC. 
Además, en la figura 51 A podemos observar que la transición no se produce 
de forma rápida, como en el caso de la proteína de fusión, sino que es una 
transición lenta, suma de las transiciones de las dos proteínas que constituyen 
la mezcla. 
En cuanto a la reversibilidad de la desnaturalización, como hemos descrito 
anteriormente, el comportamiento ideal de una mez
Figura 51. Mezcla 1:1 DHAK/FBPA. (A) Desnaturalización térmica. Los datos 
experimentales están representados en negro mientras que el ajuste a la ecuación 
2 está representado en rojo; (B) Reversibilidad de la desnaturalización.  
Para comprobar si la diferencia entre este valor teórico y el obtenido 
erimentalmente para la DLF está motivada por la fusión o por la presencia 
los dos enzimas en la misma muestra, se analizó la recuperación de la 
pudimos comprobar que la mezcla 1:1 recupera un 69.6% de la estructura (Fig. 
51 B), que es el porcentaje que esperábamos a partir de los resultados 
obtenidos para las proteínas nativas. Esto indica que la recuperación de la 
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tura de fusión de la DLF frente a la mezcla 1:1 DHAK:FBPA. Si 
 
 
1.00
estructura de la proteína de fusión no es un sumatorio de la recuperación de las 
enzimas nativas. 
Este efecto negativo que presenta la fusión en cuanto a la pérdida de 
capacidad de recuperación estructural se ve compensado con un aumento en 
la tempera
tenemos en cuenta la representación de la fracción de proteína desplegada fU 
(Fig. 52), podemos comprobar cómo la fusión aumenta la T05 en 4.4 ºC con 
respecto a la mezcla. 
Este estudio estructural de la termoestabilidad del enzima de fusión se
complementó con un estudio funcional de la estabilidad térmica a 45 ºC. Para 
ello se incubaron dos muestras para cada una de las proteínas, DHAK, FBPA y 
DLF, una a temperatura ambiente y la otra a 45ºC y se monitorizó su actividad 
a lo largo del tiempo. Dado que la medida de actividad se realizó a temperatura
ambiente, independientemente de la temperatura de incubación, lo que 
estamos midiendo en este ensayo es la pérdida de actividad debida a la 
desnaturalización irreversible de los enzimas a esta temperatura. 
Figura 52. Representación de la fracción de proteína desnaturalizada, fU, frente a 
la temperatura para la proteína de fusión y una mezcla 1:1 de las proteínas nativas 
DHAK:FBPA. 
20 40 60 80 100
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To5DLF = 53.7 ºC
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112 
s datos de DC.  
Figura 53.
vida media en las
ta una única 
transición no es
 
tran
no 
datos de DC y muestran un 
comportamiento intermedio entre la DHAK y la FBPA. Es decir, aunque la 
función aldolasa se desestabiliza significativamente respecto a la proteína 
0 75 150 225 300 375
0
Durante el transcurso del ensayo no se apreció caída en la actividad de 
ninguno de los enzimas incubados a temperatura ambiente, sin embargo, el 
comportamiento a 45 ºC fue diferente (Fig. 53). 
La DHAK presenta una caída en la actividad que da una vida media del enzima 
a 45 ºC de 68 minutos. Este resultado es compatible con la TM de 49.91 ºC 
calculada a partir de lo
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 Estudio del efecto de la T sobre la actividad enzimática. 
Por el contrario, la FBPA mantiene su actividad, no pudiendo determinarse su 
 condiciones del ensayo. Este resultado nos da una idea de la 
termoestabilidad operacional del enzima, pero además nos confirma que el 
ajuste de los datos de DC a la ecuación 2 teniendo en cuen
 válido para esta proteína (TM=40.93ºC). Además, confirma que 
la primera temperatura de fusión calculada mediante el ajuste en dos
siciones (TM=42.35ºC) tiene que estar asociada a un cambio estructural que 
afecte al centro activo. 
La proteína de fusión por su parte, presenta una vida media de 6h 40 min para 
la función quinasa y de 2h 30min para la función aldolasa. Estos datos 
concuerdan con la TMs calculada a partir de los 
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 de la función quinasa, ya que con la 
 
HA 
par e la aldolasa 
ado anteriormente, los parámetros cinéticos de la 
nativa, la función quinasa se estabiliza notablemente con la fusión. A pesar de 
la menor estabilidad térmica de la actividad aldolasa en el enzima de fusión, el 
efecto más notable es la estabilización
fusión hemos conseguido aumentar la estabilidad térmica de la proteína más
inestable, consiguiendo por tanto un aumento de la estabilidad térmica del 
sistema multienzimático en su conjunto.  
Caracterización funcional. 
Determinación de parámetros cinéticos. 
La caracterización cinética del enzima de fusión se realizó de forma 
independiente para cada una de las actividades. Así, los parámetros cinéticos 
de la proteína de fusión DLF se calcularon respecto a la fosforilación de D
a la función quinasa y respecto a la reacción retroaldólica d
utilizando como sustrato la fructosa-1,6-bisfosfato. 
Nuevamente, para analizar el efecto de la fusión era necesario disponer de la 
caracterización cinética de los enzimas independientes. Por lo tanto, también 
se estudió el comportamiento cinético de la FBPA nativa respecto a la reacción 
retroaldólica con fructosa-1,6-bisfosfato. La caracterización de la DHAK ya se 
había llevado a cabo en nuestro laboratorio como parte de la Tesis Doctoral de 
Israel Sánchez-Moreno. 
Como ya hemos mencion
DHAK respecto a la fosforilación de DHA muestran un comportamiento de 
Michaelis-Menten con una KM de 1.22 x10-3 mM y una kcat de 1.45 x103 min-1. El 
valor de kcat/KM de 1.19 x 106 mM-1min-1, es el más alto descrito en la literatura 
para una DHAK confirmando la idoneidad de este biocatalizador para la 
obtención enzimática de DHAP. 
114 
A recombinante es muy similar al 
previamente descrito de 2.2 x10-2 mM para el enzima nativo de S. carnosus 
C
nto michaeliano respecto a la DHA (Fig. 54B), 
con una KM de 3.78 x10-3 mM y una kcat de 3.53 x102 min-1. Su función aldolasa 
también presenta un comportamiento michaeliano respecto a la FBP (Fig. 54C), 
con una KM de 1.82 x10-2 mM y una kcat de 1.70 x103 min-1. 
Analizando los resultados obtenidos (Tabla 12), se comprueba que la fusión no 
afecta significativamente a los valores de KM de las dos actividades, indicando 
La FBPA, respecto a la fructosa-1,6-bisfosfato, muestra un comportamiento 
michaeliano (Fig. 54 A), con una KM de 1.46 x10-2 mM y una kcat de 4.84 x107 
min-1. Además, presenta una constante de especificidad en el orden de 109. El 
valor de KM calculado para esta FBP
(Brockamp y Kula, 1990a). 
Figura 54. Cinéticas de los enzimas FBPA y DLF. (A) Actividad retroaldólica de la 
FBPA; (B) Actividad DHAK de la proteína DLF a concentraciones crecientes de 
DHA; ( ) Actividad retroaldólica de la proteína DLF respecto a la FBP. Los 
insertos muestran la representación doble-recíproca. 
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 en el número de centros catalíticos accesibles o 
bien por la existencia de interacciones no productivas entre los sustratos y sus 
Est
Par ros activos del enzima de 
e to
la utilización del sistema de regeneración 
de ATP. 
9.34 x 1049.34 x 1043.33 x 1091.19 x 106kcat / KM (min-1 mM-1)
1.70 x 1033.53 x 1024.84 x 1071.45 x 103kcat (min-1)
1.82 x 10-23.78 x 10-31.46 x 10-21.22 x 10-3KM (mM-1)
DLF
Quinasa      Aldolasa
FBPADHAK
que la unión de los sustratos al centro activo no se ve dificultada o impedida en 
el caso de la enzima de fusión. Por el contrario, mientras el valor de kcat 
disminuye sólo un orden de magnitud para la función quinasa, la disminución 
es de 4 órdenes de magnitud en la función aldolasa. Esta disminución en el 
número de recambio de las actividades en la proteína de fusión podría 
explicarse por un descenso
respectivos centros activos (Bastida et al., 2001). 
Tabla 12. Resumen de los parámetros cinéticos de los enzimas DHAK, FBPA y DLF. 
A pesar de la disminución observada en el valor de kcat/KM del enzima de 
fusión, dada la alta eficiencia catalítica de los enzimas de partida, el resultado 
es que el valor de 104 encontrado para las dos actividades integrantes del 
enzima de fusión es suficientemente alto para su aplicación en síntesis. 
udio del efecto de la fusión en la transferencia de sustrato. 
a estudiar el efecto de la proximidad de los cent
fusión en su eficiencia catalítica, se analizó la reacción utilizando el 
benciloxiac taldehído (8) como sustra . Se llevaron a cabo dos conjuntos de 
reacciones, unas con las proteínas independientes y otras con el enzima 
bifuncional. Para este estudio se evitó 
La aplicación del enzima de fusión en la formación de enlaces C-C fija la 
relación de actividad quinasa:aldolasa en 1:3, con lo que fue necesario ensayar 
las reacciones con los enzimas nativos en esa misma relación. Además, para 
que en caso de observarse diferencias entre las dos series de reacciones, 
éstas se pudieran atribuir inequívocamente a la proximidad de los centros 
activos y no a una diferencia en la actividad específica de los enzimas, en 
ambas series se utilizó el mismo número de unidades de actividad quinasa y 
aldolasa. 
En la figura 55 se observa que la velocidad de reacción es mucho mayor en el 
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caso de la enzima fusionada que en las reacciones donde ambas enzimas se 
na 
de aldol,
mol/min. Es 
encuentran separadas. Considerando la pendiente de la zona lineal, la proteí
de fusión tiene una velocidad de reacción de 0.41 μmol/min para la formación 
 mientras que el sistema multienzimático con las proteínas 
independientes tiene una velocidad de formación de aldol de 0.02 μ
decir, la fusión hace que, en las condiciones ensayadas, la reacción de 
formación de aldol tenga lugar 20 veces más rápido que el mismo ensayo con 
las enzimas libres. Este efecto se discutirá con mayor detalle más adelante. 
10
Figura 55. Estudio del “efecto de proximidad”. Evolución de la formación de aldol 
con el tiempo. 
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Aplicación sintética del enzima de fusión DLF. 
Estudios preliminares. 
Para el estudio de la aplicabilidad sintética del enzima de fusión se 
seleccionaron el acetaldehído (aldehído 2) como representante de los 
aldehídos alifáticos de cadena corta, el benciloxiacetaldehído (8) como 
aldehído con un anillo aromático y el 3-(metiltio)propionaldehído (9) como 
aldehído con un heteroátomo (Fig. 56). 
O
Figura 56. Esquema del sistema multienzimático utilizando la proteína de fusión 
DLF. Se muestra la estructura de los aldehídos ensayados 
HO
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as 
dependient
 enzimáticas 
(Dinkelbach et al. ión del 
contaminac  
pusieron reacciones arios para la 
reacción aldólic
proteínas purificadas por IMAC
positivo, es  
FBPA y del 20% para la DLF en 3h. En principio, no esperábamos la 
Como ya hemos descrito anteriormente, la utilización de aldolas
es de DHAP para la síntesis de enlaces C-C es muy sensible a la 
presencia de TIM como contaminante en las preparaciones
, 2001) (Fig. 25). Como primer paso para la utilizac
enzima de fusión en la síntesis de enlaces C-C, se realizaron controles de 
ión por TIM, tanto en la DLF como en la FBPA. Para ello se
 que contenían todos los componentes neces
a excepto el aldehído. Cuando se utilizaron para estos controles 
 con elución por imidazol, estos controles dieron 
 decir, se observaba la formación de aldol de hasta el 40% para la
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27 kDa en los geles de SDS-PAGE, correspondiente al peso de la TIM de E. 
coli (Riley et al., 2006) (ver Fig. 26, 34 y 37).  
purificación por exclusión molecular (Fig. 57). 
Figura 57. Purificación por exclusión molecular de las proteínas (A) FBPA; (B) DLF. 
taminación por TIM, ya que no se observaba ninguna banda de proteína a 
Así, se decidió someter las distintas proteínas a un segundo paso de 
El purificado por IMAC de la FBPA, por exclusión molecular da lugar a dos 
picos de proteína. Un análisis por SDS-PAGE de estos picos permite 
comprobar que el primer pico se corresponde con impurezas de proteínas de 
elevado peso molecular, mientras que la FBPA eluye con tiempos de retención 
entre tR=152-164 min. Sin embargo, los controles realizados a los distintos 
eluídos muestran formación de aldol en los 3 eluídos de tR=152-156.5 min, que 
dan una formación de aldol a las 18h del 17, 14 y 3%, respectivamente. Los 
d : , Result Fraction Off Fraction size 1.5 ml
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olecular (Fig. 26). La DHAK eluye 
Aplicación sintética de la DLF con regeneración in situ de ATP. 
e 
aldol aumentó al 31.7%, disminuyendo la acumulación de DHAP al 30.6%. 
eluídos a tR >156.5 min no dan formación de aldol a las 18h. Del mismo modo, 
la proteína de fusión DLF eluye en un único pico entre tR=111-127 min, pero en 
este caso conseguimos eliminar completamente la contaminación por TIM, ya 
que no se observa formación de aldol en 18h con ninguno de los eluídos. 
Como ya habíamos visto anteriormente, la DHAK había necesitado también un 
segundo paso de purificación por exclusión m
a tR=111-130 min y se separa totalmente de la contaminación por TIM. 
Como se comentó en el apartado dedicado al estudio del sistema 
multienzimático, éste tiene dos puntos clave de regulación: el mantenimiento 
del pH de la reacción a 7.5 para asegurar el funcionamiento del sistema de 
regeneración de ATP y la relación quinasa/aldolasa para minimizar la 
producción en exceso de DHAP y evitar así su degradación no enzimática. 
Cuando aplicamos el enzima bifuncional a este sistema multienzimático es 
imposible modular la relación quinasa/aldolasa, que está fijada 
estructuralmente en 1:3. Un efecto similar podría lograrse modulando la 
relación cetona/aldehído. Inicialmente el sistema se ensayó con el acetaldehído 
(2) utilizando una relación DHA:aldehído 1:1.5, que era la relación optimizada 
cuando se utilizó el sistema multienzimático con Fuc1PA (Sánchez-Moreno et 
al., 2004). Cuando la reacción se llevó a cabo con 0.3 U de aldolasa y 0.1 U de 
quinasa, tras 22 h de reacción pudimos detectar un 20.5% de aldol con una 
acumulación del 37 % de DHAP y consumo total de la DHA inicial. Es decir 
más de un 40 % de la DHAP producida se ha degradado en el medio sin dar 
lugar a la formación de aldol. Al aumentar la velocidad de reacción duplicando 
la cantidad de enzima, conseguimos un efecto modesto ya que la formación d
Una vez probada la relación 1:1.5 se ensayaron las siguientes relaciones 
DHA:acetaldehído: 1:3, 1:5 y 1:10. Los resultados obtenidos con estas tres 
relaciones y utilizando 1.35 U aldolasa y 0.45 U quinasa se encuentran 
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a sin 
re estas 
dos relaciones DHA:acetaldehído, seleccionamos para trabajar la relación 1:3, 
rmite 
que la reacción evolucione ligeramente más rápido (Fig. 58 B). 
resumidos en la figura 58. Se puede observar que una relación 1:10 
DHA:acetaldehído afecta notablemente al sistema multienzimático, 
concretamente al sistema de fosforilación, ya que, tras 22h de reacción no sólo 
la formación de aldol ha sido muy baja (del 15 %), sino que todavía queda más 
del 25% de la DHA sin reaccionar. Las relaciones 1:3 y 1:5 dan resultados 
similares, con una formación de aldol del orden del 60 % a las 22h y una 
acumulación de DHAP inferior al 15 %. En ambos casos, la DHA que qued
reaccionar es inferior al 5 %. Es decir, modulando la relación cetona/aldehído 
conseguimos reducir el porcentaje de DHAP degradado de más del 40 % a sólo 
el 15 % aumentando significativamente la eficacia del sistema. De ent
que nos permite economizar sustratos y que, a tiempos más cortos, pe
Figura 58. Estudio de la relación DHA:acetaldehído. (A) Evolución de la 
acumulación de DHAP y aldol con el transcurso de la reacción; (B) Relación de los 
distintos componentes de la reacción a tiempo 22h. DHA ■ ; DHAP ■ ; aldol ■. 
Una vez optimizada la relación DHA:aldehído, se ensayaron los tres aldehídos 
objeto de estudio utilizando la misma cantidad de proteína (0.6 U de aldolasa y 
0.2 U de quinasa). Los resultados se encuentran resumidos en la Tabla 13. 
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ldehído (9), la 
fosf
acu
47.2%. Al dejar evolucionar la reacción sin control del pH hasta las 20h, el 
64.6
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28.2
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8.3
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-
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5
3
3
3
22.295.1
25.780.3
6.190.7
0.840.9
14.595.1
20.668.4
13.2-
4.5-
9.5-
En los tres casos se observa un consumo de DHA superior al 90% tras las 20h 
de reacción, aunque la evolución de las distintas reacciones con el tiempo tiene 
lugar a distintas velocidades. 
En el caso del acetaldehído (2), tras 5h se observa una acumulación de DHAP 
del 20.6 % con una formación de aldol del 42.4 %. Al dejar la reacción 
evolucionar hasta t=20h sin control del pH, el consumo de DHA supera el 95 % 
y la formación de aldol roza el 60 %, aunque sigue habiendo una acumulación 
de DHAP del 15 %. 
Tabla 13. Aplicabilidad sintética de la proteína de fusión. 
hasta las 20h sin control del pH, el consumo de DHA supera el 90 % y la 
formación de aldol llega al 46 %. 
Cuando la reacción se realizó con el 3-(metiltio)propiona
Aldol
(%)
Conversión
No-efectiva
(%)
t 
(h)
DHAP 
acumulada 
(%)
DHA 
consumida
(%)
R
En el caso del benciloxiacetaldehído (8), en 5h se consume un 40.9 % de la 
DHA inicial con un 29.2 % de formación de aldol y sin prácticamente 
acumularse DHAP en el medio de reacción. Al dejar evolucionar la reacción 
orilación de DHA evoluciona hasta un 80% en 5h, dando lugar a una 
mulación de DHAP en el medio del 25.7% y una formación de aldol del 
* CH3
* O
* S
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 ve 
ldehído 2 llega a ser del 21.3% y del 38.4 % con 
acción utilizando acetaldehído como sustrato y duplicando 
la cantidad de proteína de fusión, dio un 61.6 % de conversión de aldol en 7h 
con rsión de DHA del 97.9 
consumo de DHA supera el 95%, con una acumulación de DHAP del 22.2 % y 
una formación de aldol del 65.6 %. 
En los tres casos se observa un consumo no efectivo de DHA que no se
reflejado en la acumulación de DHAP ni en la formación de aldol. Mientras que 
en la reacción llevada a cabo con el aldehído 9 esta conversión “no efectiva” a 
las 20h es del 8.3 %, con el a
el aldehído 8. En los tres casos se observa que la conversión “no efectiva” de 
DHA a tiempos cortos es significativamente menor, de forma que pensamos 
que podría reducirse aumentando la cantidad de enzima, lo que haría que la 
reacción evolucionara más rápidamente. 
La repetición de la re
 una acumulación de DHAP del 33.1% y una conve
%. Al dejar la reacción evolucionar sin control del pH, es decir, evolucionando 
hacia pHs ácidos, a las 22 h pudimos observar una formación de aldol del 74.5 
% con una acumulación de DHAP del 8%. En este caso, la conversión “no 
efectiva” de DHA se redujo al 15.4%, con un aumento en la formación de aldol. 
La caracterización de los tres aldoles generados (2c, 8c y 9c) se realizó 
mediante espectroscopía RMN a partir de los crudos de reacción (Dinkelbach 
et al., 2001). En los espectros se detectó un único diaestereoisómero del aldol 
correspondiente.  
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Construcción y caracterización del enzima bifuncional 
dihidroxiacetona quinasa–fructosa-1,6-bisfosfato 
aldolasa. 
Diseño de la proteína de fusión quinasa-aldolasa. 
Como hemos visto en la Introducción, a la hora de diseñar un enzima 
bifuncional, la elección de los elementos a fusionar y del orden en que se 
fusionan resulta crítico para que la proteína se exprese soluble y el plegamiento 
sea correcto. 
La construcción diseñada en este trabajo fusiona la dihidroxiacetona quinasa 
de C. freundii CECT 4626 (Sánchez-Moreno et al., 2004; Sánchez-Moreno, 
Tesis Doctoral) con la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa de S. carnosus 
(Brockamp y Kula, 1990a) a través de un brazo espaciador de 5 aminoácidos 
(Crasto y Feng, 2000). 
Uno de los principales motivos para la elección de la DHAK como 
representante de la función quinasa fue su disponibilidad, junto a su probada 
aplicabilidad en síntesis de DHAP (Sánchez-Moreno et al., 2004). A la hora de 
seleccionar el enzima representativo de la función aldolasa fue necesario tener 
en cuenta que las aldolasas dependientes de DHAP suelen ser diméricas o 
tetraméricas (Joerger et al., 2000; Kroemer et al., 2003; Beernink y Tolan, 
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1996) y su fusión directa con una proteína dimérica como la DHAK puede dar 
lugar a agregados macromoleculares inactivos (Bülow y Mosbach, 1991). 
Existen distintos ejemplos descritos en bibliografía donde la fusión de dos 
proteínas diméricas (Tamada et al., 1994) o una proteína dimérica y otra 
tetramérica (Sachadyn et al., 2006; Ljungcrantz et al., 1989) resultan en una 
proteína de fusión soluble y activa. Sin embargo, la experiencia previa de 
nuestro grupo de trabajo, donde se había realizado una fusión entre una 
proteína dimérica y otra tetramérica, dio lugar a la formación de agregados 
macromoleculares inactivos. La fusión llevada a cabo en aquella ocasión fue 
entre la DHAK (dímero) y la Fuc1PA de E. coli, que es una proteína tetramérica 
de estructura cristalográfica conocida (Joerger et al., 2000). La proteína de 
fusión resultante de esta construcción se expresó en cuerpos de inclusión, no 
observándose expresión en la fracción soluble. Además, a pesar de los 
diversos ensayos realizados de desnaturalización/renaturalización in vitro de 
estos cuerpos de inclusión no se consiguió detectar ninguna de las dos 
actividades. Esto podría deberse a que la construcción no resulta funcional o a 
que el plegamiento in vitro no corresponda al plegamiento que pudiese darse in 
vivo (García-García, Trabajo para la obtención del DEA, no publicado). Para 
evitar este tipo de problemas decidimos seleccionar la fructosa-1,6-bisfosfato 
aldolasa de S. carnosus, que ya había sido descrita como una proteína 
monomérica y estable frente a pH y temperatura, lo que podría indicar 
flexibilidad en el plegamiento (Brockamp y Kula, 1990a). Además, esta proteína 
ya había mostrado su aplicabilidad sintética potencial, aceptando un amplio 
rango de aldehídos (Brockamp y Kula, 1990b; Schoevaart et al., 1999). 
De los métodos de construcción de un enzima de fusión posibles descritos en 
la Introducción, los basados en el empleo de la PCR son los más indicados en 
este caso, ya que son rápidos y nos dan libertad en la elección del orden de 
fusión y de diseño de la secuencia conectora. Además, son los más indicados 
en casos como el nuestro donde no se dispone de una construcción previa en 
casete. 
126 
Discusión    
 
Dadas las características estructurales de la DHAK y la FBPA expuestas en 
Resultados y la secuencia conectora seleccionada, la construcción de fusión se 
puede esquematizar como Nt-DHAK-(Gln-Gly-Gln-Gly-Gln)-FBPA-Ct. 
Es importante destacar que el diseño realizado para la construcción del enzima 
de fusión ha derivado en un biocatalizador que presenta las dos actividades de 
los enzimas parentales. Sin embargo, como se puede observar en la Tabla 14, 
la proteína de fusión muestra una reducción en las actividades específicas de 
ambas funciones respecto a los enzimas libres, de manera que la proteína de 
fusión muestra una actividad específica para la función aldolasa del 13% de la 
actividad específica de la FBPA nativa. Del mismo modo, la función quinasa 
presenta una actividad específica que es el 22% de la actividad específica de la 
DHAK nativa. Esta reducción se puede atribuir a dos componentes: por un lado 
puede ser debido a un efecto de la fusión sobre el plegamiento de los dominios 
quinasa y aldolasa; por otro lado, al aumento en el peso molecular de la 
proteína como consecuencia de la fusión. Si tenemos en cuenta únicamente el 
peso correspondiente al dominio del que medimos la actividad podemos 
corregir la componente del peso en la reducción de actividad específica. Así, 
los valores aumentan a un 35% para la función aldolasa y un 32% para la 
función quinasa (Tabla 14). 
Tabla 14. Actividades específicas de las proteínas FBPA, DHAK y DLF. 
2.571.75QUINASA
15.365.76ALDOLASAEnzima de 
fusión
-7.97DHAK
-43.6FBPAProteínas 
nativas
Actividad específica
(U/mg de dominio)
Actividad específica
(U/mg de proteína)
El estudio del comportamiento cinético de la proteína bifuncional nos ha 
permitido comprobar que la fusión no dificulta la unión de los sustratos al centro 
activo, ya que los valores de KM de ninguna de las dos funciones se ve 
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afectado por la fusión. Además, a pesar de la disminución observada en el 
valor de kcat/KM del enzima de fusión, dada la altísima eficiencia catalítica de los 
enzimas de partida, el resultado es que el valor de kcat/KM en el orden de 104 
min-1 x mM-1determinado para las dos actividades integrantes del enzima de 
fusión es suficientemente alto para su aplicación en síntesis. 
Estudios estructurales de la proteína de fusión. 
Efecto de la fusión sobre la estructura secundaria. 
Si observamos los espectros de estructura secundaria obtenidos mediante 
dicroísmo circular para la DHAK, la FBPA y la DLF comprobamos que las tres 
muestran un comportamiento típico de α-hélice, con dos mínimos en la señal a 
~208 y ~222 nm (Fig. 43). Un estudio comparativo de las tres proteínas nos 
permite comprobar cómo la intensidad del espectro de la proteína de fusión es 
intermedia a la obtenida para las dos enzimas analizadas independientemente 
(Fig. 59). El análisis de una mezcla equimolar DHAK:FBPA, que sería 
equivalente al comportamiento ideal de la proteína quimera si la fusión no 
ejerciera ningún efecto sobre el plegamiento, nos muestra, nuevamente, un 
espectro característico de α-hélice, con dos mínimos en la señal a ~208 y ~222 
nm (Fig. 44). Además, en este caso, el comportamiento también intermedio al 
obtenido para las proteínas DHAK y FBPA (Fig. 59). Sin embargo, un análisis 
más detallado de los espectros de la proteína de fusión y de la mezcla 
DHAK:FBPA, permite observar diferencias significativas entre los espectros de 
ambas muestras (Fig. 59) indicando una clara diferencia en la composición de 
su estructura secundaria. 
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Figura 59. Estructura secundaria de las proteínas FBPA, DHAK, DLF y de una mezcla 
1:1 DHAK:FBPA (mol:mol). 
El análisis del contenido en estructura secundaria de las proteínas nativas nos 
permite hacer una estimación del comportamiento teórico de una mezcla 1:1 
DHAK:FBPA (Ec.1). Como se comprueba en los datos recogidos en la Tabla 
14, existe una buena correlación entre los resultados teóricos calculados para 
una mezcla 1:1 y los resultados experimentales obtenidos para esa mezcla. 
Esto quiere decir que la diferencia de comportamiento entre la mezcla 1:1 
DHAK:FBPA y la DLF es debida a un efecto de la fusión, no a interacciones 
provocadas por la presencia de las dos proteínas en la misma muestra. La 
disminución en el porcentaje de α-hélice que provoca la fusión de las proteínas 
parentales no se reparte equitativamente entre los otros tres tipos de estructura 
estudiados, sino que en su mayoría se traduce en un aumento del porcentaje 
de β-lámina y en menor medida en el aumento de los porcentajes de giro o de 
estructura desordenada. Esto nos muestra que, a pesar de las precauciones 
tomadas a la hora de decidir el diseño de la proteína bifuncional, la unión 
covalente de las dos proteínas DHAK y FBPA en la proteína de fusión sí tiene 
un efecto sobre su plegamiento.  
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Tabla 14. Contenido de los distintos elementos estructurales de la proteína de fusión 
DLF y de una mezcla 1:1 DHAK:FBPA (mol:mol). En el caso de la mezcla 1:1 se 
indican tanto los resultados experimentales como los resultados teóricos calculados 
con la Ec. 1 a partir de los datos experimentales de las proteínas nativas. 
26.0 ± 1.5416.2 ± 0.6511.2 ± 0.9846.2 ± 1.81DLFProteína de fusión
24.7 ± 1.8015.0 ± 1.338.3 ± 0.4652.7 ± 2.50Experimental
Mezcla 1:1
25.7515.7210.8653.39Teórico
% UNRD% GIRO% β-LÁMINA% α-HÉLICE
Efecto de la temperatura sobre la estructura secundaria. 
Un estudio de la variación de estructura secundaria frente a la temperatura nos 
permite observar que la proteína de fusión tiene un comportamiento similar al 
de la DHAK, con una transición α-hélice/β-lámina, mientras que el 
comportamiento de la FBPA es el que domina en la mezcla 1:1 DHAK:FBPA, 
con una transición α-hélice/ramdon coil (Fig. 60, A-D). 
Este mismo paralelismo se observa si comparamos las desnaturalizaciones de 
las 4 muestras (DHAK Fig. 46A; FBPA Fig. 47A; DLF Fig. 50A; mezcla 1:1 
DHAK:FBPA Fig. 51A). Así, podemos observar de nuevo, un comportamiento 
similar entre la DLF y la DHAK, donde la transición entre el estado nativo y el 
desnaturalizado es rápida, mientras que, el comportamiento de la FBPA es el 
que domina en la mezcla 1:1 DHAK:FBPA, con una transición de 
desnaturalización más lenta, incluso, como hemos visto, en dos posibles pasos 
en el caso de la FBPA. 
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Figura 60. Evolución de la estructura secundaria con la temperatura para las 
proteínas: (A) DHAK; (B) FBPA; (C) DLF; (D) mezcla 1:1 DHAK:FBPA (mol:mol). 
La cooperatividad de la reacción de desnaturalización de una proteína se 
puede medir cualitativamente por el ancho y la forma de la transición. Así, la 
DHAK, donde la desnaturalización tiene lugar en con una transición rápida 
entre dos estados (Fig. 46A), muestra una transición altamente cooperativa, 
propia de una proteína que se encuentra, inicialmente, en una estructura 
compacta y bien plegada. Por su parte, una desnaturalización no-cooperativa 
es señal de una estructura inicial muy flexible, parcialmente desplegada o 
mezcla heterogénea de distintos tipos de plegamiento. Este es el caso de la 
FBPA, donde la desnaturalización tiene lugar de manera lenta y progresiva 
(Fig. 47), con una recuperación casi completa de la estructura inicial después 
de enfriar la muestra (Fig. 49). Además, está descrito en la bibliografía que 
proteínas que muestran un desplegamiento en más de dos estados son, 
generalmente, más estables (Clarke et al, 1999). Tanto esto, como la 
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flexibilidad del plegamiento inicial, concuerdan con la estabilidad térmica 
descrita para la FBPA (Brockamp y Kula, 1990a). 
El comportamiento estructural de la mezcla 1:1 DHAK:FBPA se corresponde 
con la suma de las dos proteínas que forman parte de la mezcla, dominada por 
la mayor señal de DC a 222 nm de la FBPA. Sin embargo, el comportamiento 
de la DLF muestra una desnaturalización con una transición rápida entre dos 
estados, de esta forma podemos comprobar como la fusión hace que, por 
efecto de la proximidad entre la quinasa y la aldolasa, se produzca 
cooperatividad en el desplegamiento. Esta proximidad provocada por la fusión 
se pierde en la mezcla 1:1 de DHAK:FBPA, observándose una 
desnaturalización más lenta no-cooperativa (www.ap-
lab.com/circular_dichroism.html). 
En cuanto a la temperatura a la cual se produce la mitad de la 
desnaturalización (T05), podemos observar que la fusión tiene un efecto 
estabilizador de la proteína bifuncional respecto al comportamiento de la 
mezcla 1:1 DHAK:FBPA, mostrando un aumento en el valor de T05 (Fig. 52). 
Así, podemos comprobar una vez más que el comportamiento de la proteína de 
fusión no es sumatorio del comportamiento de las proteínas parentales 
DHAK:FBPA, sino que el hecho de fusionar las dos actividades enzimáticas 
confiere una mayor estabilidad térmica al nuevo biocatalizador. 
Sin embargo, el estudio del efecto de la temperatura sobre la estructura por DC 
no nos permite discernir cuál de las dos funciones, quinasa o aldolasa, es la 
que se está viendo más afectada por la fusión. El ensayo de la estabilidad de la 
actividad enzimática a 45 ºC nos puede dar una idea al respecto. En este 
ensayo, donde la incubación de las muestras se realizó a 45 ºC pero la medida 
de actividad se realizó a temperatura ambiente, lo que se está valorando es la 
pérdida de actividad asociada a la desnaturalización irreversible de las 
proteínas. 
Así, en este ensayo de estabilidad térmica, la DHAK tiene una pérdida de 
actividad muy acusada, siendo la proteína con menor vida media (Fig. 53). Esto 
concuerda con la baja capacidad de recuperación de la estructura que 
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habíamos podido determinar por DC (Fig. 46B). Por su parte, la gran capacidad 
de recuperación de la estructura que presenta la FBPA (Fig. 49), explica la 
estabilidad de la actividad de este enzima durante el ensayo. 
La proteína de fusión muestra un comportamiento intermedio entre las dos 
proteínas nativas (Fig. 53), con una estabilización de la parte menos estable (la 
quinasa) pero una desestabilización de la parte más estable (la aldolasa). 
Además, la DLF presenta una recuperación del 54.1% de la estructura, medida 
por DC (Fig. 50B). Esta capacidad de recuperación es inferior a la que cabría 
esperar para una mezcla equimolar DHAK:FBPA, que recupera un 69.6% de la 
estructura (Fig. 51B). A la vista de los resultados de estabilidad de la actividad 
enzimática a 45 ºC, podemos asociar la caída en la estabilidad de la actividad 
aldolasa de la DLF a una pérdida en la capacidad de recuperación de la 
estructura del dominio aldolasa en la proteína de fusión, debido a una pérdida 
de flexibilidad de dicho dominio. Está descrito en bibliografía que la unión 
covalente de una proteína grande (DHAK: 63.6 kDa) al extremo N-terminal de 
una proteína pequeña (FBPA: 35 kDa) puede afectar a la maduración de la 
estructura secundaria de la proteína que se expresa en segundo lugar, no 
permitiendo el correcto plegamiento de ésta (Stanislawska-Sachadyn et al., 
2006). Sin embargo, a pesar de la pérdida de actividad aldolasa a 45ºC , éste 
se ve acompañado de un aumento en la estabilidad de la función quinasa y de 
un claro aumento de la T05 de la proteína de fusión en comparación con la 
mezcla equimolar DHAK:FBPA. 
En conclusión, el estudio del efecto de la temperatura sobre la estructura de la 
proteína de fusión nos permite comprobar cómo hemos construido un 
biocatalizador más estable frente a la temperatura desde dos puntos de vista. 
Por un lado, la comparación de la proteína de fusión con una mezcla 1:1 
DHAK:FBPA (mol:mol) muestra un claro aumento en la temperatura a la cual 
se produce la mitad de la desnaturalización, T05. Por otro lado, el estudio de la 
estabilidad de la actividad a 45 ºC muestra una notable estabilización del 
elemento débil del sistema multienzimático. Si bien la función aldolasa de la 
proteína de fusión es menos estable que la FBPA, la estabilidad de las dos 
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funciones de la proteína de fusión es mayor que la función menos estable de 
las proteínas nativas, la DHAK. 
Aplicación de nuevos sistemas biocatalíticos para la 
formación estereoselectiva de enlaces C-C. 
Como hemos visto en la Introducción, las aldolasas dependientes de DHAP 
tienen limitada su aplicabilidad sintética debido a su gran dependencia de un 
sustrato caro, desde el punto de vista comercial y lábil a pHs neutros y básicos, 
que es el rango óptimo de trabajo para las aldolasas. Nuestro grupo de trabajo 
ha diseñado un sistema multienzimático que permite la formación one-pot de 
enlaces C-C a partir de DHA (Sánchez-Moreno et al., 2004). Este sistema está 
compuesto por tres enzimas que permiten por un lado, la fosforilación de la 
DHA catalizada por la DHAK de C. freundii con consumo de ATP y la 
regeneración de ese ATP catalizada por la AK de E. coli usando acetilfosfato 
como donador de fosfato. Esta regeneración permite economizar un sustrato 
caro como es el ATP y evita la acumulación de ADP, que es inhibidor de la 
DHAK. Por otro lado, el acoplamiento one-pot de una aldolasa dependiente de 
DHAP permite llevar a cabo la reacción aldólica de manera simultánea a la 
formación de la DHAP, evitando pasos intermedios de purificación. 
La principal ventaja que presenta el sistema multienzimático descrito en esta 
memoria comparado con otros descritos en la bibliografía que también 
transcurren mediante fosforilación de DHA, es que el enzima que nosotros 
empleamos para la fosforilación de la DHA es la que presenta la mayor eficacia 
catalítica de cuantas hay descritas en la bibliografía.  
Si comparamos nuestro sistema multienzimático con el descrito por Fessner y 
Sinerius (1994) basado en la glicerol oxidasa, podemos destacar que el 
sistema multienzimático aquí descrito permite la síntesis del aldol en un solo 
paso a partir de DHA, dada la compatibilidad en las condiciones de reacción de 
los enzimas que emplea, mientras el sistema de la glicerol oxidasa necesita, en 
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todas sus variantes, al menos dos pasos como consecuencia de las 
condiciones oxidantes del medio de reacción. Además, estas condiciones no 
sólo afectan al resto de enzimas involucradas en la reacción, sino que pueden 
afectar a la estabilidad de los aldehídos empleados como sustrato. 
A la vista de los resultados obtenidos en la aplicación del sistema 
multienzimático con Rham1PA y Fuc1PA podemos afirmar que el sistema 
descrito es una herramienta muy útil para la formación de enlaces C-C, ya que 
ha demostrado ser un sistema muy robusto, que se puede aplicar a distintas 
aldolasas dependientes de DHAP y a una batería de aldehídos con diversidad 
estructural. Además, la posibilidad de aplicar una estrategia en un paso o dos 
pasos le confiere una gran versatilidad, pudiendo ajustarse a diferentes 
condiciones de reacción como la presencia de co-solventes o el empleo de 
aldehídos que sean malos sustratos de la aldolasa empleada. 
A pesar de las múltiples ventajas que presenta, este sistema multienzimático 
presenta el inconveniente de necesitar tres enzimas, con lo que esto supone, 
tanto desde el punto de vista operacional como económico (Asenjo y Andrews, 
2008). La construcción de un enzima bifuncional quinasa-aldolasa permite 
simplificar este punto, ya que el sistema multienzimático pasa a necesitar dos 
únicos enzimas, abaratando costes de obtención del sistema biocatalítico. 
Como ya hemos visto, el sistema multienzimático general presenta dos puntos 
críticos de funcionamiento: el mantenimiento del pH a 7.5 para el correcto 
funcionamiento del sistema de regeneración de ATP y el mantenimiento de la 
acumulación de DHAP en valores bajos que permitan minimizar la conversión 
no efectiva de DHA. En el sistema multienzimático donde las funciones quinasa 
y aldolasa se encuentran en proteínas independientes, la acumulación de 
DHAP la hemos regulado optimizando la relación de actividades 
DHAK/aldolasa. En la aplicación del enzima bifuncional, donde la relación de 
actividades viene fijada por la propia construcción en 1:3 (quinasa:aldolasa), 
hemos conseguido el mismo efecto modulando la relación DHA:aldehído. 
Otro punto a considerar es si con la fusión hemos modificado o alterado la 
estereoquímica de la reacción catalizada por la aldolasa. En los espectros de 
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RMN hemos podido comprobar que solamente se ha formado un 
diastereoisómero del aldol correspondiente. No hemos podido, en este 
momento, determinar la configuración absoluta de los nuevos centros quirales. 
Para ello, nos planteamos utilizar un método recientemente descrito para la 
determinación de la configuración absoluta de dioles 1,2 (Seco et al., 2004). 
Este método implica la formación del correspondiente diester con los ácidos 
(R)- y (S)-arilmetoxiacéticos (AMAA). Este método ha sido aplicado 
satisfactoriamente para la determinación de la configuración absoluta de 
aldoles obtenidos por condensación catalizada por prolina (Calderón et al., 
2005). 
Está descrito que las aldolasas dependientes de DHAP son altamente 
estereoselectivas en la posición C-3 del aldol (la que proviene de la DHAP en la 
reacción aldólica), mientras que la estereoselectividad de la posición C-4 (la 
que proviene del aldehído en la reacción aldólica) puede depender de la 
estructura y estereoquímica del aldehído utilizado (Schoevaart et al., 2001; 
Espelt et al., 2003a; Espelt et al., 2005). Dado que mediante RMN podemos 
detectar un único diastereoisómero y aceptando que la estereoquímica de C-3 
es la fijada por la aldolasa (3S), en C-4 sólo tenemos una de las dos 
estereoquímicas posibles, ya que no vemos mezcla de diasteroisómeros. Dado 
que la FBPA de S. carnosus está descrita como estereoespecífica para la 
configuración treo (Dinkelbach et al., 2001), asumimos que la estereoquímica 
del aldol obtenido es la esperada para esta aldolasa (3S, 4R) y por lo tanto la 
fusión no ha alterado la esteroselectividad del enzima (Fig. 61). 
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Figura 61. Asignación de la estereoquímica de los aldoles. 
Hemos demostrado la aplicabilidad sintética del enzima de fusión empleando 
tres aldehídos estructuralmente diferentes, lo que muestra la versatilidad del 
enzima. Además, los estudios de RMN nos han permitido comprobar la 
fomación del aldol de interés como un único estereoisómero, lo que muestra 
que la fusión no afecta la esteroespecificidad de la aldolasa. 
Estudio del efecto de fusión sobre la transferencia de sustrato. 
A la hora de diseñar el enzima bifuncional quinasa-aldolasa que nos permitiera 
simplificar el sistema multienzimático desarrollado en la primera parte de esta 
Tesis Doctoral buscábamos dos efectos: (i) la simplificación del sistema 
multienzimático reduciendo el número de enzimas; (ii) el aumento de la 
velocidad de la reacción global como consecuencia de la proximidad entre los 
centros catalíticos. Como hemos visto en los resultados, hemos conseguido los 
dos efectos buscados, ya que la proteína de fusión ha demostrado su 
aplicabilidad sintética y además, la reacción de formación de aldol tiene lugar 
20 veces más rápido en los experimentos realizados con el enzima de fusión 
que cuando se ensayaron los enzimas libres (Fig. 55). 
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Para poder justificar el aumento en la velocidad de la reacción global al aplicar 
la proteína de fusión, podemos encontrar en la literatura dos conceptos 
diferentes: el efecto túnel de sustrato y el efecto de proximidad (Ovádi, 
1991a,b).  
Tanto el efecto túnel de un sustrato o “channeling”, como el efecto de 
proximidad son procesos mediante los cuales un intermedio de una reacción 
secuencial se transfiere de un enzima a otro sin que exista un equilibrado 
completo de dicho sustrato en el medio (Ovádi y Srere, 1992). Esto se puede 
considerar como una transferencia de sustrato “facilitada” ya que el intermedio 
está disponible para el segundo enzima con mayor probabilidad que si tuviera 
que difundir y equilibrarse con el medio de reacción, debido al aumento de la 
concentración efectiva del metabolito en el entorno del segundo enzima. En los 
dos casos, la eficiencia catalítica del proceso global aumenta sin modificar las 
actividades catalíticas intrínsecas de los componentes. La diferencia entre 
ambos procesos radica en que, para que tenga lugar el efecto túnel de sustrato 
es condición sine qua non que exista algún tipo de organización estructural del 
túnel por el que deben desplazarse los sustratos (Ovádi y Srere, 1992). Sin 
embargo, tanto el término “efecto de proximidad” como el término “efecto túnel 
de sustrato” son tratados habitualmente de manera equivalente en la literatura, 
debido a la falta de consenso sobre cual es el tipo de organización estructural 
exigible para que haya “channeling”. De hecho, la publicación de una revisión 
sobre la importancia biológica del efecto túnel de sustrato (Ovádi, 1991a), tuvo 
que ser inmediatamente aclarada en el número siguiente como consecuencia 
del gran número de críticas recibidas (Ovádi, 1991b). 
En un principio, nosotros no podemos considerar que la fusión realizada en el 
enzima bifuncional genere una organización estructural del camino que debe 
seguir la DHAP tal que podamos asignar el aumento de la velocidad de 
reacción global al “channeling”. Por lo tanto, el efecto que nosotros hemos 
observado en el enzima de fusión no debe ser considerado en principio como 
efecto túnel. Además, los resultados que hemos obtenidos se pueden explicar 
considerando únicamente el efecto de proximidad.  
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En una reacción enzimática secuencial, el tiempo de tránsito es el tiempo que 
un metabolito necesita para pasar de un enzima al siguiente. Si no tenemos en 
cuenta las propiedades catalíticas de los enzimas, este tiempo de tránsito está 
relacionado con el tiempo de difusión. Este tiempo de difusión desde un centro 
activo al siguiente es proporcional a la distancia media de separación de las 
moléculas y viene determinado por la expresión r2E/DS, donde rE es la distancia 
media de separación entre las moléculas de enzima y DS es el coeficiente de 
difusión del sustrato (Welch, 1977). Con la fusión de las dos proteínas hemos 
conseguido acortar la distancia entre los centros catalíticos de las dos 
funciones enzimáticas disminuyendo por tanto, el tiempo de transito de la 
DHAP de la quinasa a la aldolasa y aumentando por tanto la velocidad de la 
reacción global como consecuencia del efecto de proximidad. 
Independientemente del término elegido para definir el efecto observado, es 
importante destacar que la nueva proteína de fusión consigue aumentar 20 
veces la velocidad de la reacción global de formación de enlaces C-C respecto 
a la misma reacción catalizada con los enzimas libres. Además, es un 
biocatalizador flexible que permite utilizar aldehídos con diversas estructuras. 
Como ya hemos comentado, además, ha demostrado ser un biocatalizador 
más estable como hemos podido comprobar en el aumento de la temperatura 
de desnaturalización y en el aumento de la estabilidad de la actividad 
enzimática a 45 ºC. Además, aunque en los aldehídos estudiados en esta 
memoria con el enzima de fusión no se ha dado el caso, condiciones que 
afecten al sistema de fosforilación, como la presencia de cosolventes o de 
aldehídos que interfieran con las actividades quinasa se podrían ensayar en un 
sistema en dos pasos, aumentando la versatilidad de enzima bifuncional 
quinasa-aldolasa DLF. 
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Mediante el desarrollo del sistema multienzimático para la formación 
estereoselectiva de enlaces C-C descrito previamente por nuestro grupo 
(Sánchez-Moreno et al., 2004), hemos demostrado que la DHAK de C. freundii es 
una herramienta eficiente para la obtención de DHAP y que su aplicación en 
tandem con la aldolasas dependientes de DHAP facilita enormemente el empleo 
de estos enzimas en la formación de enlaces C-C, ya que permite eliminar la 
síntesis y purificación de la DHAP. 
En el trabajo desarrollado en esta Tesis hemos demostrado que este sistema 
multienzimático es robusto ya que se puede generalizar a las distintas aldolasas 
dependientes de DHAP y se puede aplicar a una amplia batería de aldehídos con 
diversidad estructural. El sistema permite además una gran flexibilidad 
operacional ya que, además de ser un sistema que permite realizar varias 
reacciones one-pot, la posibilidad de aplicar estrategias en un paso y dos pasos 
hace que el sistema se pueda adaptar a distintas condiciones de reacción como 
son la presencia de cosolventes o la utilización de aldehídos que son malos 
sustratos de las aldolasas. 
Por otra parte, hemos diseñado y obtenido un enzima bifuncional quinasa-
aldolasa que presenta, dentro de la misma cadena polipeptídica, las funciones 
quinasa y aldolasa unidas por un brazo espaciador. La función quinasa está 
representada por la dihidroxiacetona quinasa de C. freundii y la función aldolasa 
está representada por la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa de Staphylococcus 
carnosus. Es importante destacar que hemos conseguido una construcción donde 
la proteína se expresa en la fracción soluble y, sobre todo, que mantiene la 
actividad de las dos funciones. 
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La caracterización estructural del enzima de fusión nos permitió determinar que, a 
pesar del diseño de un brazo espaciador de 5 aminoácidos, la fusión sí ejerce un 
efecto sobre el plegamiento de la nueva proteína bifuncional comparado con las 
proteínas nativas. Este efecto se ve traducido en un descenso en el porcentaje de 
α-hélice y un aumento en el de β-lamina. Por otro lado, la estabilidad térmica del 
enzima de fusión también se ve afectada por la unión covalente de las dos 
proteínas. Así, la función aldolasa pierde estabilidad pero esta pérdida es 
compensada por una notable estabilización de la actividad quinasa, que era el 
elemento más inestable del sistema multienzimático. El resultado global es que la 
proteína de fusión presenta una Tm mayor que la que corresponde a una mezcla 
equimolar de las dos proteínas independientes. 
El análisis del comportamiento cinético del enzima bifuncional nos ha permitido 
comprobar que la fusión no afecta significativamente a los valores de KM de las 
dos actividades. Sin embargo, el número de recambio en las dos actividades en la 
proteína de fusión sufre un descenso significativo. A pesar de la disminución del 
valor de kcat/KM del enzima bifuncional con respecto a cada uno de los enzimas 
independientes, la nueva enzima de fusión mantiene una alta eficiencia catalítica 
(del orden de 104) para las dos funciones. Por otra parte, hemos comprobado que 
la fusión de las dos actividades catalíticas en una única cadena polipeptídica 
mejora las características cinéticas del sistema multienzimático como 
consecuencia de un efecto de proximidad de los centros activos, observándose 
una velocidad de formación de aldol 20 veces mayor que la observada para los 
enzimas independientes ensayados en las mismas condiciones. 
En cuanto a la aplicación en la síntesis de enlaces C-C del nuevo enzima 
bifuncional, hemos demostrado su eficacia utilizando aldehídos que presentan 
diferentes características estructurales. Hemos demostrado que, una optimización 
de la relación DHA:aldehído nos permite modificar la velocidad de reacción 
minimizando así la conversión no efectiva de DHA. Además, hemos podido 
comprobar cómo la reacción global da lugar a la formación del aldol de interés de 
forma estereoespecífica. 
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